Regulación hormonal de la función epididimaria by De Larminat, María Ana
Regulación hormonal de la función epididimaria
De Larminat, María Ana
1981
Tesis Doctoral
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
Universidad de Buenos Aires
www.digital.bl.fcen.uba.ar
Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar
Este documento forma parte de la colección de tesis doctorales de la Biblioteca Central Dr. Luis
Federico Leloir. Su utilización debe ser acompañada por la cita bibliográfica con reconocimiento de la
fuente. 
This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico Leloir.
It should be used accompanied by the corresponding citation acknowledging the source. 
Fuente / source: 
Biblioteca Digital de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales - Universidad de Buenos Aires
U N I V E R S I D A D  DE BUENOS "RES - - 
R E G U L A C I O N  HORMONAL DE L A  F U N C I O N  
. 11 
E P I D I D I M A R I A  
4:; 
.' 
' . .e.- 
- .  . 
D - 
1 - 
, . -- 
- I  
A .  I - 1  - 
R E S U M E N  
En v i s t a  de l a  i m p o r t a n c i a  de  10s  andrdgenos  5~ - r e d u o  
c i d o s  p a r a  e l  adecuado f u n c i o n a m i e n  t o  de 1  as e s t r u c t u r a s  
e p i d i d i m a r i a s  i n v o l u c r a d a s  en l a  m a d u r a c i d n  de 10s  esperma-  
t o z o i d e s ,  se e s t u d i a r o n  l a s  c a r a c t e r i s t i c a s  de l a  enz ima  
5 0 2 - r e d u c t a s a  en e l  e p i d f d i m o  de l a  r a t a .  
1 2 = , !  fi 
Se d e t e r m i n d  su  l o c a l  i z a c i d n  s u b c e l u l a r ,  c o n  l a .  ayuaa  
de marcado res  e s p e c i f i c o s ,  y 10s p a r d m e t r o s  de s u  a c t i v i d a d  
i n  v i t r o .  
Se pudo d e m o s t r a r  l a  d i s m i n u c i d n  de l a  a c t i v i d a d  ( e s p e c f f i -  
ca  y t o t a l )  l u e g o  de l a  c a s t r a c i d n ,  o  sea a1  s e r  r e m o v i d a  l a  
f u e n t e  de and rdgenos  end6genos.  D i c h a  d i s m i n u c i 6 n  f u e  p r o p o r -  
* c i o n a l  a1 t i e m p o  t r a n s c u r r i d o  e n t r e  l a  c a s t r a c i 6 n  y e l  a n d l i -  
s i s  de l a  a c t i v i d a d  de  l a  5 a  - r e d u c t a s a :  83, 63, 38, y 13% 
de l a  a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  c o n t r o l  a  10s 2, 4, 8, y 14 d i a s  
despues de l a  ~ r ~ u i d e c t o m i a .  
A1 t r a t a r  con  t e s t o s t e r o n a  a n i m a l e s  c a s t r a d o s  30 d i a s  a n t e s ,  
se o b s e r v 6  una c l a r a  r e c u p e r a c i d n  de l a  a c t i v i d a d  i n  v i t r o  de 
l a  5 a  - r e d u c t a s a ;  12 d i a s  de t e r a p i a  ( 2 0 0  ug de TP a1 d f a  ) 
d e v u e l v e n  l a  a c t i v i d a d  n u c l e a r  e n  un 831, m i e n t r a s  8 c t fas  de 
t e r a p i a  b a s t a n  p a r a  r e c o b r a r  10s n i v e l e s  c o n t r o l  d e t e c t a d o s  
en l a  enz ima m i c r o s o m a l . .  
Demostrada l a  and r6geno -dependenc ia  de l a  enzfma s a  - r e d u c -  
t a s a  en e l  e p i d f d i m o  a d u l t o ,  se pas6  a  e s t u d i a r  e l  d e s a r r o l l o  
o n t o g e n i c o  de e s t a  a c t i v i d a d  en e l  e p i d f d i m o  de r a t a s  de  15 a  
40 d f a s .  
Tambien se d e t e r m i n b -  
d e s h i d r o g e n a s a ,  que m e t a b o l i z a  l a  5 a  - d i h i d r o t e s t o s t e r o n a  a  
5 a  - a n d r o s t a n d i o l e s ,  10s c u a l e s  p o d r f a n  t a m b i e n  t e n e r  a c t i v i d a d  
b i o l 6 g i c a .  
M i e n t r a s  no se r e g i s t r a b a n  mayores cambios r e s p e c t o  
d e l  d rgano a d u l  t o  en*  l o  que c o n c i e r n e  a  l o c a l  i z a c i d n  sub-  
c e l u l a r  y pardmet ros  c i n e t i c o s ,  se e n c o n t r d  un p i c o  en l a  
a c t i v i d a d  e s p e c f f i c a  de l a s  dos enzimas a l r e d e d o r  de 10s 2 5  
d f a s  de edad. Ademds, l a  r e l a c i d n  d i o l / D H T  se h a l l a b a  aumen- 
t a d a  e n t r e  2  y 5 veces  d u r a n t e  e l  per'iodo de 2 0 - 2 5  d f a s .  
P o r  41 t im0,  se m i d i e r o n  en r a t a s  p r e p i i b e r e s  de d i s t i n t a s  
edades a l g u n o s  p a r d m e t r o s  m o r f o l 6 g i c o s  y b ioquTmicos  r e l a -  
c ionados  con l a  f u n c i d n  e p i d i d i m a r i a ,  con e l  o b j e t o  de i n -  
v e s t i g a r  s o b r e  e v e n t u a l e s  c o r r e l a c i o n e s  e n t r e  m e t a b o l i z a c i 6 n  
de t e s t r o s t e r o n a  y d e s a r r o l l o  d e l  6 rgano .  
Fueron medidos:  10s n i v e l e s  t i s u l a r e s  de andrdgenos,  l a  
i n c o r p o r a c i i n  de 14c T i m i d i n a ,  e l  c o n t e n i d o  en ADN, p r o t e i n a s  
t o t a l e s ,  humedad, y s u s t a n c i a s  e s p e c i f i c a s  como d c i d o  s i b l i c o ,  
g l i c e r i 1 f o s f o r i 1 c o 1 i n a ,  c j n c ,  y ' p r o t e i n a s  e s p e c f f i c a s  e p i d i d i -  
m a r i a s  ( P E E ) .  Tambien se r e a l i z a r o n  c o r t e s  h i s t o l d g i c o s  p a r a  
e v a l u a r  en cada edad e l  d e s a r r o l l o  d e l  c o n d u c t 0  e p i d i d i m a r i o .  
Los r e s u l t a d o s  i n d i c a n  que l a  edad p r e p u b e r a l  se  c a r a c t e r i -  
za p o r  una muy a c t i v a  m e t a b o l i z a c i 6 n  e p i d i d i m a r i a  de l a  t e s t o s -  
t e r o n a  a  DHT y  d i o l e s ,  c o i n c i d i n i k e  con una i n t e n s a  p r o l i f e r a c i d n  
c e l u l a r .  En t a n t o ,  l a  mayor fa  de l a s  a c t i v i d a d e s  d i f e r e n c i a t i -  
vas, t a l e s  como l a  s e c r e c i d n  de p r o d u c t o s  e s p e c f f i c o s  (Andrb -  
geno-depend ien tes  en e l  a d u l  t o ) .  quedan r e l a t i v a m e n t e  p o s t e r -  
gadas en e s t a  e t a p a .  
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L o s  t G b u l o s  f o r m a n  a m p l i a s  c i r c u n v o l u c i o n e s ,  u n i d a s  
e n  a m b o s  e x t r e m o s  a  una  e s t r u c t u r a  c a n a l i c u l a r  b a s t a n t e  
. . i n t r i n c a d a  l l a m a d a  r e t e - t e l t i s ,  q u e  s e  c o n e c t a  c o n  e l  e p i -  
. - 
d f d i m o  p o r  m e d i o  d e  10s  c o n d u c t o s  e f e r e n t e s .  E l  i n t e r s t i c i o  
o c u p a  e l  e s p a c i o  i n t e r t u b u l a r .  
E s p e r m a t o g 6 n e s i s  
E l  e p i t e l i o  t u b u l a r  e s t 6  r e v e s t i d o  p o r  d o s  t i p o s  c e l u -  
l a r e s :  l a s  c e l u l a s  s o p o r t e  o  d e  S e r t o l i ,  y. l a s  c45lulas g e r -  
m i n a l e s ,  p r e c u r s o r a s  d e  l a s  g a m e t a s  m a s c u l i n a s  (1). 
L a s  f o r m a s  m 8 s  i n m a d u r a s  d e  e e t a s  G l t i m a s  ( e s p e r m a -  
t o g o n i a s )  s e  h a l l a n  e n  l a  p a r t e  b a s a l  d e l  e p i t e l i o ,  y s e  v a n  
d e s p l a z a n d o  h a c i a  l a  l u z  t u b u l a r  c o n f o r m e  v a n  s u f r i e n d o  u -  
na s e r i e  d e  c a m b i o s  ( e s c a l o n a d o s  segGn L e b l o n d  y C l e r m o n t  
( 2 )  e n  1 9  e t a p a s ) ,  t r a n a f o r m & n d o s e  a s f , s u c e s i u a m e n t e l ( e n  e s -  
. 8  
p e r m a t o c i t o s ,  e s p e r m a t i d e s  y f  i n a l m e n t e  e s p e r m a t o z o i d e s ,  
q u e  serfin l u e g o  t r a n s p o r t a d - o e  I a 1  e g i d f d i m o  p o r  e l  f l u f d o  
r i  
r e t e - t e s t i c u l a r .  
I En c u a n t o  a  l a s  c g l u l a s  d e  s e r t o l i ,  s e  l e s  h a  a s i g n a -  d o  f u n c i o n e s  n u t r i t i v a s  (3 .4 .5 ,  6 , 7 ) ,  f a g o c i t a r i a s  (8, 9 ) .  y 
d e  s f n t e s i s ,  F S H - d e p e n d i e n t e ,  d e  h o r m o n a s  e s t e r o i d e a s  (10)  
y  d e  ABP (11). 
I n c l u s o ,  s e  l e s  a s i g n a  un c i e r t o  r o l  d e  c o n t r o l  d e  l a  
e s p e r m a t o g & n e s i s ,  a  t r a v e s  d e  a l g u n a  s e c r e c i b n  e s p e c f f i c a ,  
no e s t e r o i d e a  ( 1 2 ) .  
E s t e r o i d o g 6 n e s i s  
En e l  i n t e r s t i c i o  t i e n e  l u g a r  l a  o t r a  i m p o r t a n t e  func ibn  
-_ d e l  t e s t l c u l o :  l a  e s t e r o i d o g 8 n e s i e .  E s t a  s e  p r o d u c e  en c e l u -  
.. 
I l a s  d e s c r i p t a s  p o r  p r i m e r a  v e t  e n  1 8 5 0  p o r  F r a n c  L e y d i g  (131, 
*- y c u y o  r o l  endocrine f u e  d e f i n i t i v a m e n t e  p r o b a d o  p o r  Bouin  
. - 
I , m  y Ance l  (14)  e n  1903 .  
La t e s t o s t e r o n a  e e  c o n e t d e r a  e l  p r o d u c t 0  f o r m a d o  m b s  
i m p o , r t a n t e  en e l  a d u l t o  y t a m b i $ n  l a  h o r m o n a  m a e c u l i n a  " p e r  
s e n  ( 1 5 , 1 6 )  a u n q u e  no  hay  que  d e s c a r t a r  q u e  o t r o s  c o m p u e s -  
t o s ,  e s p e c i a l m e n t e  c19 p a r c i a l m e  n t e  r e d u c i d o s ,  p u e d a n  d e -  
s e m p e a a r  i m p o r t a n t e s  f u n c i o n e s  a n d r o g h n i c a s ,  p a r t i c u l a r m e n -  .; + 
t e  d u r a n t e  l a  m a d u r a c i 6 n  s e x u a l  ( 1  1 8 1 9  1 1 8 )  Aunque  pa-  
r e c e  h a b e r  i n d i c i o s  d e  q U 8  o t r o e  c o m p a r t i m e n t o s  t e s t i c u l a -  
r e 8  p r o d u c e n  e s t e r o i d e s  ( 1 8 , 2 0 , 2 1 ) ,  0610 en  e l  i n t e r s t i c i o  s e  
f o r m a n  a n d r b g e n o s  a  p a r t i r  d e l  c o l e e t e r o l  ( 2 2 ) ,  q u e  a  s u  v e z  
-0s f o r m a d o  a  p a r t l r  d e  Ace t l l -Coa  p r o v e n i e n t e  d e l  m e t a b o l i a m o  in- 
k ;- .--+ 
-. - -Y 
t r a c e l u l a r  d e  g c i d o s  g r a a o s  y / o  g l u c o ~ a , . c a p t a d o s  d e l  p l a s -  
ma .  L a s  t r a n s f o r m a c i o n e s  s u c e s i v a s  d e l  c o l e s t e r o l  s e  p r o -  
d u c e n  p o r  l a  a c c i b n  d e  e n e i m a s  y c o f a c t o r e s  c o m o  NADPH 
I y O z ,  u b i c a d o s  en d i s t i n t o s  c o m p a r t i m e n t o s  d e  l a s  c 6 l u l a s  
" , 
2 '  d e  L e y d i g  ( 2 3 )  y ,  e n t r e  10s  intermediaries m a s  i m p o r t a n t e s ,  
q_7 ..- 
&.- f i g u r a n  l a  .P r e g n e n o b n a ,  p r o g e e t e r o n a  y a n d r o s t e n e d i o n a .  
Una v e z  f o r m a d a  l a  t e s t o s t e r o n a ,  Gsta  d i f u n d e  p o r  e l  
t e j i d o  i n t e r s t i c i a l  (en e l  que  e x i s t e n  c a p f l a r e s  a a n g u f n e o e ,  
vasos l i n f f i t i cos  y t e j i d o  c o n e c t i v o  l a x o ) ,  p r o b a b l e m  n t e  u- 
n ida  a  una  p r o t e f n a  t r a n s p o r t a d o r a ,  y d e j a  d i c h o  t e j i d o  p o r  
t r e s  r u t a s  p o s i b l e s :  
- C a p i l a r  s a n g u f n e o  ( e e t e  c a m i n o  e s  e l  m8e  f a v o r e c i d o  p o r  
e l  g r a d i e n t e  d e  d i f u s i b n  y e l  f l u j o  s a n g u f n e o .  
- P e n e t r a c i b n  a  t r a v e s  d e  l a  c a p a  d e  c 6 l u l a s  m i o i d e s  que 
r e v i s t e  10s  t d b u l o s  s e m i n f f e r o e  e  i n c o r p o r a c i 6 n  a  l a  c i r -  
c u l a c i b n  l u m i n a l  d e  b s t o s .  
A s f  l a  t e s t o s t e r o n a  a p a r e c e  en  e l  f l u f d o  d e  l a  r e t e - t e s t i s  
y v i a j a  l u e g o  a1 e p i d f d i m o .  
D e p e n d e n c i a  H o r m o n a l  
La p r o d u c c i 6 n  y s e c r e c i b n  d e  a n d r b g e n o s  e s  un p r o c e -  
s o  d e p e n d i e n t e  d e  I C S H  y / o  FSH ( 2 4 , 2 5 , 2 6 ,  2 7 , 2 8 ) ;  e n  e l  
c u a l  d i c b a s  g o n a d o t r o f i n a s  p o d r f a n  a c t u a r  s i n e r g f s t i c a m e n t e .  
E l  m e c a n i s m o  d e  a c c i b n  i n v o l u c r a  e l  aumento d e l  A M P C  u 
K, 
I - -  i n t r a c e l u l a r ,  m e d i a d o  p o r  l a  a c t i v a c i b n  d e  l a  a d e a i l a t o  c t c l a -  
s a  l i g a d a  a  m e m b r a n a s .  E l  A M P C  a c t u a r l a  c o m o  s e g u n d o  
I L - m e n s a j e r o ,  s i e n d o  s u  e f e c t o  f i n a l  l a  e s t i m u l a c i b n  d e  l a  e s -  I * 
-. t e r o i d o g 6 n e s i s  ( 2 9 ) .  L a s  ~ r o s t a k l a n d i n a s  ( P G E  ' I )  ( 3 0 , 3 1 )  y 
: - c a t e c o l a m i n a s  ( e p i n e f r i n a  (32 )  y n o r e p i n e f r i n a  ( 2 9 ) )  t a m b i 6 n  
a c t u a r l a n  v f a  AMPC p a r a  e e t i m u l a r  l a  s f n t e s i s  d e  e s t e r o i d e s .  
La  a c c i b n  e s t i m u l a t o r i a  d e  l a s  g o n a d o t r o f i n a s  p o d r l a  a -  [ &--' 
s i m i s m o  t r . a d u c i r s e  en .  un i n c r e m e n t 0  en  la .  d i s p o n i b i l i d a d e 1 3  
d e  NADPH, c o f a c t o r  r e q u e r i d o  p a r a  m f i l t i p l e s  p a s o s  e n e i m 6 -  
t i c o s  d e  l a  a n d r o g e n o g Q n e r i i s  ( 2 4 , 3 3 ) .  
P o r  o t r o  l a d o ,  e s  g e a e r a l m e n t e  a c e p t a d o  q u e  l a  FSH re-  
gu l a  l a  f o r m a c i b n  d e  una p r o t e f n a  l i g a d o r a  d e  a n d r b g e n o  (ABP) 
en l a s  c 6 l u l a s  d e  S e r t o l i ,  y q u e  6 s t a  f a v o r e c e  e l  t r a n s p o r t e  
y l a  i n t e g r i d a d  d e l  a n d r b g e n o  i n t r a l u m i n a l  (34) .  O t r a s  h o r m o -  
n a s  p e p t l d i c a s ,  c o m o  l a  ~ r o l a c t i n a  y l a  a o m a t o t r o f i n a ,  PO-  
d r f a n ,  a c t u a n d o  s o l a e  o  b i e n  a i n e r g i c a m e n t e  c o n  l a 8  gonado -  
t r o f i n a s ,  r e f o r z a r  o  c o n t r o l a r  l a  a c c i 6 n  d e  e s t a s  G l t i r na s  ( 35 ,  
B- G l l n d u l a s  a n e x a s  a1 a p a r a t o  r e p r o d u c t o r  m a s c u l i n o  
E s t a s  son :  l a  p - r b s t a t a  v e n t r a l  y a n t e r i o r  ( g l l n d u l a  c o a -  
g u l a n t e ) ,  l a s  v e s f c u l a s  s e m i n a l e s ,  l a  a m p o l l a  Y l a  g l f i n d u l a  
b u l b o u r e t r a l  o  d e  C o w p e r .  
A n a t b m i c a m e n t e  , l a  p r b s t a t a  e s  una e s t r u c t u r a  t d b u l o -  
. . 
. - ,  
a l v e o l a r  ( 3 7 , 3 8 )  c o n s i s  t e n t e  e n  nAme;ijsos 1b6u lo s  q u e  v u e l c a n  
e u s  s e c r e c i o n e s  s e r o s a s  e n  e l  u t r l c u l o '  p r a e t P t i c o ,  l u e g o  i n -  
c o r p o r a d a s  a 1  s e m e n . .  Tfpic .0  d e  un b r g a n o  s e c r e t o r ,  s u  e p i -  
t e l i o  s i m p l e  c o l u m n a r  t i e n e  el a p a r a t o  d e  Go lg i  m u g  d e e a r r o -  
l l a d o ,  n l i c l e o s  b a s a l e s  y  v a c u o l a s  d e  s e c r e c i 6 n .  
La  s e c r e c i b n ,  i n c o l o r a ,  d e  p H = 6 .  5 e s t 6  f o r m a d a  p r i o c i -  
p a l m e n t e  p o r  e n z i m a s  p r o t e o l f t i c a s . ,  f o s f a t a e a  f i c ida ,  un a -  
g e n t e  l i q u e f i a n t e  d e l  s e m e n  ( l a  f i b r i n o l i s i n a ) ,  c i t r a t o  d e  s o -  
d i o ,  Z n ,  y  o t r a e  s u s t a n c i a s  o s m b t i c a m e n t e  a c t l v a a .  
L a s  v e s f c u l a s  e e m i n a l e e ,  d e r i v a d a a  d e  l a  e v a g i n a c i b n  . - 
d e  un s & c u l o  p e r t e n e c i e n t e  a 1  c o n d u c t o  d e  Wolff ( 3 8 , 3 9 ) ,  t i e -  
n e n  c a r a c t e r e s  h i s t o l 6 g i o o s  s e m e j a n t e e  a 1  d e l  l o b u l i l l o  p r o s -  
t f i t i c o ,  y t a m b i 6 n  l a  e e c r e c i b n  e e  d e  t t p o  m e r U c r i n o .  D i f i e r e ,  
e , n  c a m b i o ,  d e  l a  p r 6 e t a t a  e n  e l  v o l u m e a  y t i p 0  d e  s e c r g c i b n .  
E s t a  e s  v o l u m i n o s a ,  . c o n e t i t u y e a d o  una  b u e n a  p a r t e  d e l  se- 
meil t o t a l ,  y  p o r  o r d e n  d e  i m p o r t a n c i a  8 ~ 4 3  c o m p o n e n t e s  s o n :  
a z d c a r e s  ( f r u c t o e a ,  i n o s i t o l ,  f u c o s a )  y  o t r a s  ~ u s t a n c i a e  re -  
d u c t o r a s  c o m o  l a  e r g o t i o n e f n a  y e l  g c i d o  a s c a r b i c o ;  g r o s t a -  
g l a n d i n a s  El y E2; g l i c o  y  f l a v o p r o t e l n a s ;  i o n e s ,  s o b r e  t o d o  
K+ y P O q  3- (3  9 ) .  I 
La a m p o l l a ,  que  es  err r e a l i d a d  un e n s a n c h a m i e n t o  d e l  
v a s  d e f e r e n s  e n  s u  p a r t e  d i s t a l ,  s e c r e t a  e r g o t f o n e f n a  y ma-  
t e r i a l  e t a n o l - s o l u b l e  (Sc ido  s i & l i c o ,  e t c .  ). 
T a n t o  e l  m a n t e n i m i e n t o  d e l  e p i t e l i o  c o m o  l a s  d i s t i n t a s  
IW;~J'' -: 
, .- 
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I s e c r e c i o n a a  d e  @ e t a @  g l & n d u l a e  eon  ea t rechaqa2p t_e  depeca_disa-. . , - - . . - 
t e s  d e l  b a l a n c e  a n d r o g b n i c o  n v o l u c i o n a n d o  n o t a b l e m e n t e  l ue -  
' . 
p o r  una a d e c u a d a  p r o v i s i b n  d d  andrbgeaol. 
T o d o s  10s p r o d u c t o s  c o n t r i b u y e n  d e  a l g u n a  m a n e r a  a  l a  
s u p e r v i v e n c i a  y t r a n s p o r t e  d e  10s e s p e r m a t o z o i d e s ,  a u n q u e  
a l g u n o s  d e  10s  m e c a n i s m o s  i n v o l u c r a d o s  n o s  s o n  atin des ' cono-  , 
- - 
c i d o s .  
C- C o n d u c t o s  
E s t o s  s o n  l o s  c o n d u c t o s  e f e r e n t e s ,  e l  v a a  d e f e r e n s  y 
10s  c o n d u c t o s  e x t e r n o s  ( u r e t r a ) ,  
E l  e p i t e l i o  d e l  p r i m e r 0  porree d o s  t i p o s  d e  c 6 l u l a a :  
. . 
, l a a  c i l i a d a s ,  q u e  g o b i e r n a n  l a  d i r e c c i 6 n  d e l  f l u j o  d e  f l u J d o  
r e t e - t e s t i c u l a r ,  y p o r  Lo ' t an to  d e  10s e s p e r m a t o e o i d e s ,  h a c i a  
e l  e p i d f d i m o ,  y l a s  no  c i l i a d a e  . que ,  e n  c a m b i o ,  t e n d r f a n  fun-  
c i o a e s  a b s d r t i v a s  (40)  (de f l u f d o ,  ~ a ' ,  p r o t e l n a s  y g l u c o s a ,  
p r i n c i p a l m e n t e ) .  E l  e p i t e l i o  d e l  v a s  d e f e r e n s  e s ,  e n  s u  p a r -  
- 
I . t e  t e r m i n a l ,  e s t e r e o - c i l i a d o  c o m o  e l  d e l  e p i d l d i m o ,  a u n q u e  
* 
. - 
l a  p a r t e  m 8 s  d i s t a l  t i e n e  m i c r o c i l i a s .  
E s t o s  c a n a l e s  e s t a u  r o d e a d o s  d e  f i b r a s  m u s c u l a r e s  l i-  
d e l  p l a s m a  c o n t e n i d o .  
7' 
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E s  un b r g a n o  que  p o s e e  c a r a c t e r f s t i c a s  may  e s p e c i a l e s ,  . .. . 
ya que  m o r f o l b g i c a m e n t e  s e  p o d r f a  c o n s i d e r a r  un c o n d u c t o ,  
y  f u n c i o n a l m e n t e  una g l l n d u l a  e e c r e t o r i a ;  e m b r i o l b g i c a m e n t e  
d e r i v a  d e l  c o n d u c t o  d e  Wolff.  
Unido e s t r e c h a m e n t e  a 1  t e s t f c u l o  m e d i a n t e  una c u b i e r t a  
d e  t e j i d o  a d i p o s o ,  .el  e p i d f d i m o  c o n e t i t u y e  un l a r g a  y Clnico 
I - L t ub0  o v i l l a d o  e n  f o r m a  s u m a m e n t e  c o m p a c t a  d e n t r o  d e  l a  mem-  
b r a n a  que  l o  e n v u e l v e .  
T a b i q u e s  d e  t e j i d o  c o n e c t i v o  i n t e r s e g m e n t a r i o  t a m b i 6 n  
I l i m i t a n  s u  e x p a n s i 6 n  en s e n t i d o  l o n g i t u d i n a l ,  y  a y u d a n  a d e -  
- m a r c a r  t r e s  g r a n d e s  s e g m e n t o s  o  c o n a s  h i s t o l b g i c a  
- ' 
!:hL - f u n c i o n a l m e n t e  d i s t i n t a s :  l a  c a b e z a ,  e l  c u e r p o ,  y l a  c o l a  d e l  
- " ' e p i d l d i m o  ( v e r  e s q u e m a ) .  Algunos  a u t o r e s  (41 )  i n c l u y e n  una 
c u a r t a  e o n a ,  q u e  d e n o m i n a n  s e g m e n t 0  i n i c i a l .  
Ya a p a r t i r  d e  e e e  e e g m e n t o ,  e l  e p i t e l i o  q u e  t a p i t a  e l  
tubo  d i f i e r e  n o t a b l e m e n t e  d e l  d e  10s c o n d u c t o s  e f e r e n t e s :  l a  
a l t u r a  d e  l a s  c e l u l a s  a u m e n t a  h a s t a  u n o e  6 0 u ,  y s u  d i s p o s i -  
c ibn  c o r r e s p o n d e  a  l a  d e  un e p i t e l i o  c o l u m n a r  s e u d o - e s t r a t i -  
f i c a d o  (42 ) .  
V a r i o s  t i p o s  c e l u l a r e s  componen  e s t e  e p i t e l i o :  
CBlu las  e s t e r e o c i l i a d a s  o  p r i n c i p a l e s :  con  un a p a r a t o  d e  Gol- 
g i  muy d e s a r r o l l a d o ,  S u  c i t o p l a s m a  c o n t i e n e  n u m e r o s o s  g r l -  
n u l o s  d e  s e c r e c i b n ,  l i s o s o m a s  y  c u e r p o s  m u l t i v e s i c u l a r e s  (41).  
Sus  m i c r o v e l l o s i d a d e s  s e  e x t i e n d e n  h a c i a  l a  1 .  L o s  o t r o s  
t i p o s  c e l u l a r e s  o n :  la. c $ l u l a ~ ~  b a s a l e e ,  q u e  i n t e r a c c i o n a r f a l l  4 
con  l a s  p r i n c i p a l e .  e s t a b i l i m a n d o  e l  e p i t e l i o ;  1 a s  C ~ L U ~ ~ B  .pi- 
~2 
c a l e e ,  q u e  e x i a t e n . ; s b l o  e n  e l  s e g m e n t 0  i n i c i a l ;  l a 8  ~ 6 l u l a s  
4 
h a l o  ( 4 3 )  y f i n a l m e n t e  l a s  c e l u l a s  c l a r a e ,  u b i c a d a s  e n  l a  p a r -  
-
t e  c a u d a l  d e l  e p i d l d i m o  ( 4 4 ) .  c o n  g r a n  n h m e r o  d e  v a c u o l a s  y 
c o r p 6 s c u l o s  d e n s o s  c o n t e n i e n d o  g l i c o l f p i d o s ,  l f p i d o s  y p r o -  
b a b l e m e n t e  g l i c o p r o t e f n a s .  
La a l t u r a  d e  l a s  c e l u l a e  p r i n c i p a l e s  c a m b i a  a  l o  l a r g o  
d e l  e p i d f d i m o ,  a s f  c o m o  t a m b i e n  l a  d i a t r i b u c i b n  d e  l a ' s  d l -  
f e r e n t e s  p o b l a c i o n e e  c e l u l a r e s .  E l  d i a m e t r o  t u b u l a r  a u m e n t a  
a  l o  l a r g o  d e l  U r g a n o ,  p o r  l o  q u e  l a  p a r t e  c a u d a l  p o s e e  una  
g r a n  c a p a c i d a d  d e  a l m a c e n a m i e n t o  d e  10s e s p e r m a t o z o i d e s .  
A h o r a  b i e n ,  una  m o r f o l o g f a  c e l u l a r  t a n  d i n g m i c a  y v a r i a -  
da  d i f f c i l m e n t e  c u a d r a  c o n  un c o n c e p t o  d e l  e p i d f d i m o  c u y a  
6 n i c a  f u n c i b n  e e r f a  l a  d e  c o n d u c t 0  o  d e p b e i t o  d e  10s e s p e r -  
- 
m a t o z o i d e s .  Como v e r e m o s  m$a a d e l a n t e ,  h a y  f u e r t e s  e v i d e n -  
c i a s  e n  f a v o r  d e  una  a c t i v a  f u n c i b n  e p i d i d i m a r i a  c o n c e r n i e n -  
t e ,  f u n d a m e n t a l m e n t e ,  a  l a  m a d u r a c i b n  d e  10s e s p e r m a t o e o i -  
d e s .  
D i c h o  r o l  s e  i n f i e r e  m & s  p o r  10s c a m b i o s  m o r f o l b g i c o s  . * - # .  
y f u n c i o n a l e s  d e t e c t a d o e  e n  e e p e r m a t o z o i d e s  q u e  y a  h a n  t r a a -  
s i t a d o  e l  e p i d l d i m o ,  q u e  p o r  p r u e b a s  b i o q u f m i c a s  c o n c l u y e n -  
t e s  i n v o l u c r a n d o  d e t e r m i n a d a e  s e c r e c i o n e s  e p i d i d i m a r i a s  (45) .  
D e s c r i b i r e m o s  s u d n t a m e n t e  '10s c a m b i o s  q u e  s u f r e  el 
e s p e r m a t o z o i d e  a  l o  l a r g o  d e l  t r a y e c t o  p o r  e l  e p i d f d i m o ,  
.- 't: ' 
- .y *. ,-.:- <-7 rT 
' - . I - -  
c a m b i o s  a  r a l z  d e  l o e  c u a l e e  e e  l o  c o n s i d e r a  m a d u r o ,  e e  d e -  
c i r ,  c a p a z  d e  f e r t i l i e a r  u a  6-vulo y d a r  l u g a r  a  u n a  p r o g e n i e  
- i t  . . 
v i a b l e .  - 
C a m b i o s  e n  e l  e s p e r m a t o z o i d e  a  l o  l a r g o  d e l  e p i d l d i m o  . I 
--------- ----- ---- ..- .- a_--- -_----- ----- 
I 
E l  t i e m p o  q u e  e m p l e a  un e s p e r m a t o z o i d e  e n  r e c o r r e r  l a  
l o n g i t u d  t o t a l  d e l  e p i d f d i m o  v a r f a  s eg f in  l a  e s p e c i e  y  l a  a c t i -  
v i d a d  s e x u a l  d e l  a n i m a l .  C o m o  c i f r a  p r o m e d i o  ae  a c e p t a  un 
t i e m p o  d e  t r s l n s i t o  d e  1 2 - 1 4  d f a s  e n  l o 8  a n i m a l e s  d e  l a b o r a -  
t o r i o  msls c o m e n m e n t e  u s a d o e  ( 5 7  . ). 
D u r a n t e  e s e  l a p s o  10s e s p e r m a t o z o i d e s  ~ u f r e n  una  e e r i e  
d e  c a m b i o s  m o r f o l 6 g i c o s  y b i o q u l m i c o s  ( 4 6 , 5 0 , 5 7 ) ,  c u y a  n a -  
t u r a l e z a  f n t i m a  no  e s  b i e n  c o n o c i d a ,  y q u e  r e s u l t a n  e n  un 
c a m b i o  f u n c i o n a l  q u e  o t o r g a  a 1  e s p e r m a t o z o i d e  l a  c a p a c i d a d  
, de  f e r t i l i z a r  e l  b v u i o  ( 46 ) E l  p r o c e a o  q u e  r e s u t t a  e n  e e t e  
c a m b i o  s e  d e n o m i n a  " m a d u r a c i 6 n  d e l  e s p e r m a t o z o i d e "  y ee  
m e d i a d o  p o r  f a c t o r e e  q u e  p r o d u a e  e l  e p i d l d i m o  e n  r e s p u e s t a  
a1  e s t l m u l o  a n d r o g 6 n i c o  ( 5 7  ). 
Conio no e n t e n d e m o s  a Q n  10s m e c a n i s m o e  e n v u e l t o e  e n  e l  
f e n 6 m e n o  d e  m a d u r a c i b n ,  n o s  v e m o s  o b l i g a d o e  a  d e e c r i b i r ,  
e n  f o r m a  a i s l a d a ,  10s c a m b i o s  q u e  h a n s i d o  p o s i b l e  d e t e c t a r  
e n t r e  e l  e s p e r m a t o z o i d e  i n m a d u r o  e i n f e r t i l ,  q u e  e n t r a  a 1  
e p i d l d i m o ,  y l a  c e l u l a  m a d u r a  y f b r t i l  q u e  e n c o n t r a m o s  e n  
l a  p o r c i b n  d i s t a l .  
E l  c a m b i o  e n  l a  m o t i l i d a d  d e  10s e s p e r m a t o z o i d e s  d u r a l i t e  
r - .  I 
A .  I ,  
I 
L. I 
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s u  m a d u r a c i b n  e e  muy m a r c a d o .  L o s  e s p e r m a t o z o i d e e  q u e  
i n g r e s a n  a 1  e p i d f d i m o  p r e s e n t a n  m o v l m i e n t o ~  d e e o r d e n a d o e  
q u e  10s  i m p u l s a n  en una t r a y e c t o r i a  c i r c u l a r  (46 ) .  P o r  e l  
c o n t r a r i o ,  10s  e s p e r m a t o ~ o i d e s  d e  l a  c o l a  d e l  e p i d f d i m o  e e  
mueven  e n  f o r m a  r e c t i l f n e a  ( 4 9 .  E s t a  c a r a c t e r f e t i c a ,  d e n o -  
m i n a d a  m o t i l i d a d  p r o g r e s i v a ,  p u e d e  s e r  d e b i d a  a  l a  a c c i b n  
I 
I 
d e  p r o t e t n a s  e s p e c f f i c a s  p r e s e n t e s  e n  e l  f l u f d o  e p i d i d i m a r i o  
( 4 5 , 4 7 ) ,  c u y o  e f e c t o  s e r f a  m e d i a d o  p o r  e l  A M P G  (47) .  
I Algunm a u t o r e s  (48)  h a c e n  h i n c a p i 6  e n  l a  f o r m a c i b n  d e  p u e n t e s  d i s u l f u r o  (S-6) e n t r e  l a s  f i b r a s  q u e  f o r m a n  l a  c o l a  
d e l  e s p e r m a t o z o i d e ,  l o  c u a l  c o n f e r t r f a  m a y o r  r i g i d e z  a 1  f l a -  
g e l o  y  m o d i f i c a r f a  e l  movimien t 'o  t r a n e l a c i o n a l .  
E l  c a m b i o  m o r f o l b g i c o  mQe  i m p o r t a n t e  c o n s i e t e  en l a  
m i g r a c i b n  y e v e n t u a l  p g r d i d a  d e  r e m a n e n t e s  c i t o p l a s m Q t i c o s  
- ( 5 2 )  c u y a  p r e s e n c i a  i m p e d i r f a  l a  f e c u n d a c i b n  (53).  
Se  h a n  d e t e c t a d o  c a m b i o s  b i o q u f m i c o e  e n  10s e s p e r m a t o i -  
d e s  en  m a d u r a c i b n .  En e l  a s p e c t 0  m e t a b b l i c o ,  10s  e s p e r m a t o -  
, '  
z o i d e a  i n m a d u r o s  obt iensrr  l a  m a y o r f a  d e  s u  eoa'gSa d e  l a  g lu-  
c o l i s i s ,  s i e n d o  l a  g l u c o s a  s u  p r i n c i p a l  s u s t r a t o ,  m i e n t r a s  q u e  
10s  e s p e r m a t o z o i d e s  m a d u r o s  u t i l i z a n  en  m a y o r  m e d i d a  l a  v f a  
a e r ; b b i c a ,  p a r a  l a  c u a l  u s a n  a 1  d c i d o  l a c t i c 0  c o m o  s u s t r a t o  
p r e f e r e n c i a l  ( 2 1 6  ). 
A d e m Q s ,  s e  h a n  c o m p r o b a d o  c a m b i o s  e n  l a  c a n t i d a d  y  
c o m p o s i c i b n  d e  10s  l f p i d o e ,  f o s f o l f p i d o s ,  p r o t e f a a s  y e n z i m a s  
d e l  e s p e r m a t o z O i d e  ( 4 6 , 4 9 , 5 0 , 8 1 , 5 6 , 5 7 ) .  
* 
I A a i v e l  d e  l a  m e m b r a n a  c e l u l a r  t a m b i e n  e e  p r o d u c e n  a l g u -  
la  a d q u i s i c i b n  d e  una  c a r g a  n e t a  n e g a t i v a  (55) .  e u p u e s t a m e n t e ,  . -1 
d e b i d a  a  l a  i n c o r p o r a c i b n  d e  g l u c o p r o t e l n a s  d e  o r i g e n  e p i d i d i -  
m a r i o  ( 5 4 . 5 6 ) .  E s t a s  m o l e c u l a s  s e r l a n  l a s  r e s p o n s a b l e s  d e  
10s c a m b i o s  e n  l a s  p r o p i e d a d e s  a n t i g e n i c a s  d e l  e a p e r m a t o z o i d e  
q u e  pueden  p r o d u c i r  e l  f e n b m e n o  d e  a u t o a g l u t i n a c i b n  d e  l o s  e s -  
p e r m a t o z o i d e s  m a d u r o s  ( - 2 2 2  ). 
F u n c i o n e s  d e l  e p i t e l i o  e p i d i d i m a r i o  
S e  p u e d e n  c l a s i f i c a r  e n  doo  t i p o e :  a b s o r t i v a e  y  s e c r e t o r i a s .  
La  a b s o r c i b n  d e  a g u a ,  i o n e e ,  y m a c r o m o l 6 c u l a s  d i v e r s a s ,  
a s s  c o m o  l a  f a g o c i t o e i s  d e  r e e t o s  d e  e e p e r m a t o z o i d e s ,  n o  s o n  
p a t r i m o n i o  t i n i co  d e l  e p i d l d i m o ,  y a  q u e  o c u r r e n  t a m b i e n  e n  10s 
c o n d u c t o s  e f e r e n t e s ,  v a s  d e f e r e n s ,  y a m p o l l a  ( 41 ,  5 9 ) .  p e r 0  
s o n  muy a c t i v a s ,  e s p e c i a l m e n t e  e n  c a b e z a  y  c o l a  e p i d i d i m a r i a  ( 6 0 ) ,  
La f u n c i b n  s e c r e t o r i a  e e  t r a d u c e  e n  l a  a p a r i c i 6 n  d e  l a  g l i -  
c e r i f o s f o r i l  c o l i n a  (de  l a  c u a l  h a b l a r e m o e  m a s  a d e l a n t e ) ,  y 
d i v e r s a s  g l i c o  y  s i a l o  p r o t e f n a s  ( 5 6 . 5 8 ) .  c u y a s  p r o p i e d a d e s  lu -  
b r i c a n t e s  y  r e t e n t o r a s  d e  a g u a  f a v o r e c e r l a n  e l  t r P n e i t o  y  1.a e s -  
t a b i l i d a d  d e  10s e e p e r m a t o z o i d e s .  1 
. . . t ; l .  
La c a r n i t i n a ,  e x i a t e  e n  c a n t i d a d e s  a p r e c i a b l e s  e n  e l  e p i -  -.;& 
d l d i m o  ( 1 6 , )  s e  p r e i u m e  q u e  es p r o d u c i d a  l o c a l m e n t e ,  a u n -  
q u e  p o d r l a  6610 s e r  c o n c e n t r a d a  e n  e l  6 r g a n o .  E s t e  c o m p u e s t o  
( 6 2 )  p o d r l a  a c t u a r  c o m o  r e g u l a d o r  d e  l a  d i s t r f b u c i 6 n  d e l  A c e t i l -  
CoA m e d i a n t e  l a  r e a c c i b n ,  
I 
C a r n i t i n a  a # .  - I I - - L-- - 
C a r n i t i n a  + A c e t i l - C o A  A c e t i l - C a r n i t i n a  + CoA #, 
a c i l  - t r a n s f e r a e a  - - $  
c a t a l i z a d a  p o r  l a  C. A .  T., muy a c t l v a  e n  el  e p i d f d i m o  (61).  La 
Y -  
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a c e t i l - c a r n i t i n a  a  su v a . z p o d r f a  e e r v i r  d e  i n t ' e r m e d i a r i o  e n  e l  me- 
.-: ' 3 
t a b o l i s m o  d e  g c i d o s  g r a s o s  d e l  e s p e r m a t o t o i d e .  
D i s t i n t o s  g r u p o s  d e  t r a b a j o  han  d e t e c t a d o  l a  e x i s t e n c i a  d e  
I p r o t e f n a s  e p i d i d i m a r i a e ,  c a p a c e s  d e  u n i r e e  a  10s  e s p e r m a t o s o i -  d e s  ( 4 4 , 4 5 , 4 7 ) ,  cuya  f u n c i 6 n  e s t &  s i e n d o  i n v e s t i g a d a  e n  l a  a c -  
t u a l i d a d .  
I A a d r 6 g e n o s  e  p i d i d i m a r i o s  
I El  e p i t e l i o  e p i d i d i m a r i o  e a  c a p a z  d e  s i n t e t i z a r  a n d r 6 g e n o s .  
como  l o  d e m o s t r a r o n  v a r i o e  i n v e e t i g a d o r e s  (63,  6 4 ,  6 5 )  ' u t i l i c a n d o  
p r e c u r s o r e s  c o m o  1 4 c - r  c e t a t o ,  o o l e e t e r o l  y p r e g n e n o l o n a .  En 
e f e c t o ,  l a s  c 6 l u l a s  d e  e s t e  6 r g a n o  p o s e e n  l a s  e n s i m a e  n e c e s a r i a s  
l a  e s t e r o i d o g 6 n e s i e  c o m p l e t a ,  a u n q u e  l a  d i e t r i b u o i 6 n  s u b c e -  
( l u l a r  d e  l a s  m i s m a s  p a r e c e  s e r  a l g o  d i s t i n t a  d e  l a  d e  o t r o e  te- 
j i d o s  (como t e ~ t f c u l o  o  a d r e n a l e e )  (64).  No se e a b e  e i  l o e  e8-  
t e r o i d e s  e i o t e t i z a d o s  p o r  e l  e p i d f d i m o  eon s e c r e t a d o s  o  no a  l a  
Cabe d e s t a c a r  t r e s  h e c h o s  i m p o r t a n t e s :  
19- E x i s t e n  a l g u n a s  e v i d e n c i a s  a c e r c a  d e  i n t - e r a c c i o n e s  e s t e r o i -  
d a - e s p e r m a t o z o i d e  e n  e l  e p i d f d i r n o  (66, '67) ,  p o s i b l e m e n t e  
v fa  DHEAS y / o  c o m p u e s t o e  5d - r e d u c i d o s .  
20- E l  t r o f i s m o  y  f u n c i 6 n  d e l  6 r g a n o  s o n  e s t r i c t a m e n t e  a n d r 6 -  
geno  - d e p e n d i e n t e s .  
1 .  F - y-,.; 
a9-  E l  t e j i d o  e p i d i d i m a r i o  r h d t a b o l i s a  a c t i v a m e o t e  l a  t e e t o ~ l e r o - .  
- , I 7  
' i 
na q u e  l e  l l e g a  d e l  t e e t l c u l o  a  c o m p u e s t o e  5 - r e d u c i d o e .  # -  
a1 m e a o e  e n  e l  c o b a y o ,  e l  c o n e j o ,  l a  r a t a  y e l  h a m u t e r  (48 ,  57,431 
Nos d e t e n d r e m o s  a  a n a l i z a r  m 8 e  e n  d e t a l i e  lo's d o e  B l t i m o e  
p u n t o s .  
A n d r b g e n o - d e p e n d e n c i a  d e l  e p i d l d i m o  
H a c e  y a  t i e m p o ,  o b s e r v a c i o n e s  d e  B e n o i t  ( 8 7 )  i n d i c a b a n  q u e  
l a  . c a s t r a c i b n  p r o v o c a b a  una p r o f u n d a  a t r o f i a  d e l  e p i d f d i m o ,  8 i -  
m i l a r  a  l a  q u e  o c u r r l a  e n  o t r o e  b r g a n o e  e e x u a l e s  a c c e e o r i o s  co -  
mo l a  p r b s t a t a  y l a s  v e s l c u l a e  s e m i n a l e e .  
T r a b a j o s  m a s  r e c i e n t e e  (42 ,  8 8 ,  8 9 ,  9 0 )  m o e t r a r o n  q u e  no 
e b l o  e l  t r o f i s m o ,  e i n o  t a m b i 6 n  d i e t i n t a s  s l e c r e c i o n e e  y a c t i v i -  
d a d e e  e n z i m a t i c a e  e p i d i d i m a r i a s ,  se v e l a n  a f e o t a d a s  p o r  l a  f a l -  
t a  d e  a a d r b g e n o s .  I n c l u e o ,  l a  f u n c i 6 n  m i a m a  d e l  U r g a n o ,  l a  
m a d u r a c i U n  d e  l o a  e e p e r m a t o e o i d e s ,  e s  a n d r b g e n o - d e p e n d i e n t e ,  
Me tabo l i z ac i i bn  i n  s i t u  d e  l a  t e e t o s t e r o n a  
La  t e s t o s t e r o n a  p r o d u c i d a  p o r  e l  t e s t l c u l o  l l e g a  a l  e p i d l d i -  
mo p o r  d o s  c a m i n o e  p r i n c i p a l e e :  
a )  P o r  v f a  e a n g u l n e a ,  a  t r a v e s  d e  l a  c i r c u l a c i b n  d e l  p l e x o  p a m -  
p i n i f o r m e ,  y p e n e t r a c i b n  e n  l a  c b l u l a  p o r  d i f u s i b n  s i m p l e .  A 
d i f e r e n c i a  d e  l o  q u e  s u c e d e  e n  o t r o a  t e j i d o a  n o  e f e c t o r e e  d e  
a n d r b g e n o ,  e l  e e t e r o i d e  e s  e n  e a t e  c a s o  r e t e n i d o  s e l e c t i v a m e n -  
t e  d e n t r o  d e  e l l a .  
b )  P o r  vla c a n a l i c u l a r ,  j u n t o  a i  f l u f d o  d e  l a  r e t e  t e s t i e  q u e  pe-  
n e t r a  a l  e p i d f d i m o  p o r  10s  o o n d u c t o e  e f e s e n t e s  c o m u n i c a d o s  con  
I e l  t e s t f c u l o .  C o n s t i t u y e  e l  c a m i n o  c u a n t i t a t i v a m e n t e  m 8 s  i m p o r -  
t a n t e .  
En la  r a t a ,  l a  t e s t o s t e r o n a ,  un ida  a  una p r o t e f n a  d e  o r i g e n  
t e s t i c u l a r  (ABP),  l l e g a  e n  g r a n d e s  c a n t i d a d e s  a 1  e p i d f d i m o  y en -  
t r a  a  l a s  c e l u l a s ,  p r e s u m i b l e m e n t e  p o r  m e c a n i s m o s  p a s i v o s ,  
l u e g o  d e  h a b e r s e  d e s p r e n d i d o  d e l  ABP.  A l l l  e s  r e d u c i d o  e l  do-  
b l e  e n l a c e  4-5 d e l  a n i l I o  A e s t e r o i d e o ,  mediant 'e  l a  acc iUu c a -  
t a l f t i c a  d e  l a  e n z i m a  N A D P H : h  4 - 3  c e t o a t e r o i d e  5 U  - r e d u c t a -  
I s a  (5 a - R e d u c t a s a ) ,  u b i c a d a  p r i n c i p a l m e n t e  en l a s  m e m b r a n a s  
d e l  r e t f c u l o  e n d o p l a s m l t i c o  ( 6 8 , 8 9 , 7 0 , 7 1 ) ,  a c t u a n d o  e l  NADPH 
c o m o  dot lante  de  h i d r b g e n o s ,  
E l  p r o d u c t 0  r e s u l t a n t e  e s  - l a  Sa - a n d r o e t a n -  1713-01-3 - o n a  
( a n d r o s t a n o l o n a ,  d i h i d r o t e s t o e t e r o n a  o  DHT).  
I 
La magn i tud  d e  e s t a  t r a n r f o r m a c i 6 n  e s  t a l ,  q u e  l a  r e l a c i b n  
T / D H T , q u e  e r a  10  a  1 a  l a  s a l i d a  d e l  t e s t f c u l o ,  p a s a  a ser  1 
a  6 e n  e l  e p i d f d i m o  (72) .  En e s t e  b r g a n o  ac t t i an  a d e m a s  o t r a s  
m e n z i m a s :  l a s  3 a  y 3 6  -01 d e s h i d r o g e n a s a s  ( S a  y 3 6  o?  D H a e a ) ,  
que  c a t a l i z a n  r e v e r s i b l e m e n t e  l a  r e d u c c i b n  d e  l a  D H T ,  u t i l i -  
z ando  ~ r e f e r e n t e m e n t e  NADPH como c o f a c t o r ,  a 10s  r e s p e c t i v o s  
5 d - a n d r o s t a n  3 ( a  , B  ) 1 7 ; @  - d i o l e s  ( D i o l e s )  ( 7 3 ) .  
M e c a n i s m o  d e  a c c i S n  d e  1 0 s  a n d r b g e n o s  
I m p o r t a n c i a  de  l a  5 a - r e d u c c i b n  
I 
E s t u d i o s  en p r 6 s t a t a  de r a t a  ( 7 4 , 7 5 , 7 6 , 7 O ,  7 8 ,  ) , m o s t r a r o n  
q u e  l a  t r a n s f o r m a c i b n  d e  T a DHT e r a  un i m p o r t a n t e  requisite 
- .--. 
; I t 
c o e  (79) ,  . l a  un ibn  . d e l  e e t e r o i d e  a  u n a  p r o t e f n a  c i t o p l a s m l t i c a  
d e  a l t a  e s p e c i f i c i d a d ,  d e n o m i n a d a  r e c e p t o r ,  la  m i g r a c i b n  d e l  
c o m p l e j o  h o r m o n a - r e c e p t o r  a e l  f o r m a d o  a 1  n t i c leo  c e l u l a r ,  y s u  
unibn  a  s i t i o s  e s p e c l f i c o s  d e  l a  c r o m a t i n a  ( a c e p t o r e s  n u c l e a -  
r e s )  ( 8 0 , 8 1 ) .  
A p a r t i r  d e  e s t a  i n t e r a c c i b h  d e  t r a n e c r i b i r l n  ARN e s p e c l -  
f i c o s  (82)., q u e  s e r h n  t r a d u c i d a e  l u e g o  e n  10s  r i b o s o m a s  p a r a  
l a  s f n t e s i s  d e  d i e t i n t a s  p r o t e f n a e .  
A1 e s t u d i a r  c o m p a r a t i v a m e n t e  l a  a f i n i d a d  d e l  r e c e p t o r  pa -  
r a  T ,  DHT y d i o l e s  e e  e n c o n t r 6 ,  t a n t o  e n  p r b s t a t a  ( 8 1 , 8 3 )  c o -  
mo e n  e p i d f d i m o  ( 8 4 ,  8 5 ) .  q u e  l a  DHT e r a  c o n s i d e r a b l e m e n t e  
m a s  a f l n  q u e  s u  p r e c u r s o r  no 5  a - r e d u c i d o  p a r a  u n i r s e  a  d i c h a  
m a c r o m o l 6 c u l a ,  p o r  l o  c u a l  se c o n c l u y b  q u e  l a  d i b i d r ~ t e s t o a -  
t e r o n a  e r a  un a n d r U g e n o  m 6 e  p o d e r o e o  q u e  l a  t e s t o s t e r o n a  (76).  
C a b e  a c o t a r  a d e m g s ,  q u e  l a  DHT e e  e l  Gnico  a n d r u g e n 0  q u e  
s e  e n c u e n t r a  u n i d o  -a1 r e c e p t ' o r  e n  e l  n f i c leo  d e  l a  c 6 l n l a  b l a n -  
A s u m i e n d o  q u e  l a  a c c i 6 n  a n d r o g 6 n i c a  e e  sflsctQrr predominan ; .  
'I I 
t e m e n t e  a  t r a v b s  d e  l a  DHT,  se i n f i e r e  q u e  no  8610 e s  i m p o r -  
t a n t e  e l  s u m i n i s t r o  t o t a l  d e  a n d r U g e n o s  a1  b r g a n o ,  s i n o  t a m -  
b i e n  e l  b a l a n c e  d e  10s 5 a - r e d u c i d o s / a o  ? e d u c i d o s  e n  e l  t e j i d o .  
P o r  l o  t a n t o ,  a 1  c o n a i d e r a r  l a  r e a c c i b n  g l o b a l :  
5 .a - R e d u c t a e a  8 - o l J l H s a s  ' 
T 1' DHT + 5 a - . a n d r o s t ' a n d i o l e s  
NADPH + H+ - NADPH + H+ 
- I I U  
s u r g e  q u e  a m b a s  e n e i m a s  p u e d e n  s e r  s i t i o e  d e  r e g u l a c i U n  p a r a  
d i c h o  ba l ance  y q u e ,  e n  t i l t ima  i n s t a n c i a ,  d e  s u s  a c t i v i d a d e s  
d e p e n d e n  l a  i n t e g r i d a d  y f u n c i o n a l i d a d  d e l  e p i d f d i m o .  
S e  ha p o s t u l a d o  a d e m g s  que  t oe  Sa - a n d r o s t a n d i o l e s  p o d r l a n  
t e n e r  c i e r t o  r o l  b i o l b g i c o ,  afln e n  e e t u d i o ,  p o r  l o  q u e  l a  3-01- 
d e s h i d r o g e n a s a  no e e  p u e d e  c o n e i d e r a r  e s t r i c t a m e n t e  una  e n z i -  
ma i n a c t i v a n t e  d e  l a  D H T .  
La a c t i v i d a d  d e  l a  5 - r e d u c t a e a  h a  m o s t r a d o  a e r  s e n s i b l e  
a  10s a n d r b g e n o s  c i r c u l a n t e e ,  e n  p r b s t a t a  ( 9 2 . 9 3 ,  9 8 )  e n  h i p b f i -  
s i s  (94 )  y .  t a m b i e n  e n  e p i d f d i m o ,  s e g 6 n  r e c i e n t e s  e s t u d i o s  d e  
D j o s e l a n d  ( 9 5 ) ,  R o b a i r e  y otroe ,  (06) y P u j o l  y B a y a r d  (97 ) .  
E s t o s  d o e  6 l t i m o e  g r u p o s  t a m b i 6 n  i n f o r m a r o n  a c e r c a  d e  u n a  a n -  
d r b g e n o - d e p e n d e n c i a  d e  l a  3 a - 0 1 - d e s h i d r o g e n a s a .  
O B J E T I V O  DE LA T E 8 1 8  
C e n t r a n d o n o s  e n  l a  i m p o r t a n o i a  d e  l a  m e t a b o l i c a c i b n  d e  
l a  t e s t o s t e r o n a  e n  e l  t e j i d o  e p i d i d i m a r i o ,  q u i s i m o s  i n v e s t i g a r  
l a  i n c i d e n c i a  d e  d i e t i n t a s  s i t u a c i o n e s  h o r m o n a l e s  s o b r e  l a  a c -  
t i v i d a d  (in v i t r o )  d e  l a  Sa r e d u c t a s a ,  y l a s  c o n s e c u e n c i a s  d e  
e s t a  e v e n t u a l  r e g u l a c i b n  h o r m o n a l  s o b r e  e l  t e j i d o  e f e c t o r  c o n -  
s i d e r a d o .  
P a r a  e l l o  u t i l i z a m o s  d o e  t i p o s  d e  mode10 e x p e r i m e n t a l :  
u n o ,  f i s i o l 6 g i c o .  c o n s i s t e n t e  e n  r a t a s  m a c h o  d u r a n t e  s u  d e s a -  
r r o l l o  s e x u a l .  
1 
r *' i 
A l l l  e e  t r a t a  d e  h a c e r  una  c o r r e l a o i b n  e n t r e  e l  e s t a d o  h o r m o -  
n a l  f i s i o l b g i c o  d e  10s  a n i m a l e s ,  a  t r a v e s  d e  t o d a  l a  e d a d  p r e -  
-P 
p u b e r a l  (15 a  50  dfa . ) ,  e l  d e s a r r o l l o  o n t o g 6 n i c o  d e  l a  a c t i v i d a c l - , =  F 
m d e  l a s  e n z i m a s  5 a - r e d u c t a s a  y 301- d e s h i d r o g e n a s a s ,  y l a  a p a -  
m r i c i b n  d e  d i f e r e n t e s  e v e n t o s  r e l a o i o n a d o s  c o n  e l  t r o f i s m o  y 
l a  f u n c i b n  e p i d i d i m a r i o s .  
E l  o t r o  m o d e l o  c o n s i s t e  en  r a t a s  m a c h o  a d u l t a s  c a s t r a d a s ,  
I u s e a  d e p r i v a d a s  d e  au  f u e n t e  n a t u r a l  de a n d r u g e n o ,  y e n  l a s  
q u e  s e  i n v e s t i g a  e l  e f e c t o  d e  d i c h a  d e p r i v a c i b n  e o b r e  l a  a c t i v i -  
d a d  i n  v i t r o  d e  l a  5 a - r e d u c t a s a  e p i d i d i m a r l a ,  p a r a l e l a m e n t e  
J 
t r o f i s m o  d e l  b r g a n o .  Se e x a m i n a  l u e g o  l a  r e v e r s i 6 n  d e  
d i c h o s  e f e c t o s  c o n  t e r a p i a  d e  r e e m p l a o o  p o r  a n d r d g e n o s  e n  a n i -  
m a l e s  c a s t r a d o s .  
MATERIALES Y METODOS 
A )  - M a t e r i a l e a  y R e a c t i v o s  
LOB c o m p u e s t o s  r a d i a c t i v o s  se o b t u v i e r o n  d e  New E n g l a n d  
N u c l e a r  Co .  : 1 , 2  3 ~ - ~ e s t o ~ t e r o n a ,  a c t i v i d a d  e s p e c f f i c a  4 1  C i /  
r -:' m m o l ,  1 , 2 , 6 , 7  'H T e s t o s t e r o n a ,  a c t i v i d a d  e s p e c f f i c a  9 1  C i /  
m m o l ;  4 - l 4 ~  T e s t o s t e m  n a ,  a c t i v i d a d  e s p e c l f i c a  57 .  8 m C i / m  m o l ;  
1 4  
4- C  D i h i d r o t e s  t o s t e r o n a ,  a c t i v i d a d  e s p e c f f i c a  5 2 m C i / m  m o l ;  
3 - w 3 1 . 2 -  H- ~ i h i d r o t e s t o s t e r o n a ,  a c t i v i d a d  e s p e c f f i c a  SO.GCi/rn mo l ;  
1, 2 - 3 ~  3 a  - 1 7  a n d r o s t a n d i o l ,  a c t i r i d a d  e s p e c i f i o a  b ~ ~ i / m  m o l ;  
4 - 1 4 c  T i m i d i n a ,  a c t i v i d a d  e s p e c f f i c a  ( 4 2  nCi/tnrnol) 
E l  1 4 ~ - a n d r o s t a n d i o l  (6@ a d r o e t a n - 3  a 1 7  B p r e -  
p a r 6  p o r  i n c u b a c i b n  d e  DHT l 4 ~  con  t t i b u l o s  s e m i n l f e r o s  d e  r a -  
t a  p r e p f i b e r  ( a p r o x i m a d a m e n t e  25 d l a s )  segCln t e c n i c a  d e  R i v a -  
r o l a  y c o l a b .  ( 99 ) .  
E l  NADPH, 10s e s t e r o i d e s  no r a d i a c t i v o e ,  e l  T r i s - H c ~ ,  l a  
s a c a r o s a ,  e l  E D T A ,  e l  Bc ido  N - a c e t i l  n e u r a m l n i c o ,  e l  s u c c i -  
n a t o  d e  s o d i o  y l a  GPC p r o v i e n e n  d e  S i g m a  C h e m i c a l  Co.  
L o s  s o l v e n t e s  u t i l i z ado l a  f u e r o n  t o d o s  d e  c a l i d a d  a n a l f t i c a  
p r o v i n i e n d o  segf in  10s  c a s o s  d e  S i n t o r g a n ,  M a l l i n c k r o d t  o  M e r c k .  
La C e l i t e  u t i l i e a d a  p a r a  l a  s e p a r a c i b n  d e  e s t e r o i d e s  e s  d e  
g r a d o  a n a l l t i c o  F i l t e r - a i d ,  J o h n s - M a n s v i l l e .  La  S i l i c a - g e l  - u t i l i -  
z a d a  p a r a  l a .  c r o m a t o g r a f I a  en  p l a c a  d e l g a d a  f u e  W l l i o a r  TLC- ? h- 
T -A 
7 G F  M a l l i n c k r o d t  C h e m i c a l  W o r k s ,  .o E a s t m a n  C h r o m a g r a m  S h e e t  
tip'o 1 3 1 8 1  (NO 6 0 6 0 )  c o n  i n d i c a d o r  f l u o r e s e e n t e .  
C- - 
La p u r e z a  d e  10s  e e t e r o i d e a  r a d i o a c t i v o s  f u e  e s t a b l e c i d a  
' i+d.ll y.; -.y!l l  * - - >, 1 1 :  1 - 
.,r'k - p o r  c r o m a t o g r a f i a d o s  e n  i l i l c ;  
- a P r e v i o  a  s u  u e o  e e  v e r i t i c 6  q u e  e l  NADPH r e c i 6 n  p r e p a r a d a  
e s t u v i e r a  en  f o r m a  r e d u c i d a ,  p o r  a n i l i s ' i s  d e  s u  a b s o r c i 6 n  a 1  
A n i m a l e s  
Se  u s a r o n  r a t a s  m a c h o  d e  l a  c e p a  W i s t a r ,  m a n t e n i d a s  a  
2 2 0 ~ ~  1 2  h o r a s  d e  l u x ,  a l i m e n t 0  b a l a n c e a d o  y a g u a  a d  l i b i t u m .  
L a s  r a t a s  a d u l t a s  (90-180 d l a s )  s o m e t i d a s  a  c a s t r a c i 6 n , f u e -  
r o n  a n e s t e s i a d a s  c o n  6 t e r  y s e  l e  p r a c t i c 6  l a  o r q u i d e c t o m f a  p o r  
v l a  e s c r o t a l ,  c e r r a n d o  p o r  e e p a r a d o  l a s  i n c i s i o n e s  d e  l a  c a p a  
m u s c u l a r  y d e r m i c a  r e s p e c t i v a m e n t e .  
L o s  a n i m a l e s  s o m e t i d o s  a  t r a t a m i e n t o  c o n  a n d r e g e n 0  f u e r o n  
i n y e c t a d a s  d i a r i a m e n t e  con  2 0 0 u g  d e  P r o p t o n a t o  d e  T e s t o s t e r o -  
n a ,  d i s u e l t o  e n  ' a c e i t e  ' v e g e t a l  e s t e r i l ,  p o r  v l a  s u b c u t & n e a ,  d u -  
- r a n t e  e l  t i e m p o  i n d i c a d o .  L O B  a n f m a ' l e s  . c o n t r o l  f u e r o n  i n y e c -  
t a d o s  por '  i g u a l  l a p s o  con  a c e i t e  e s t e r i l .  En t o d o s  10s  c a s o s  
10s a n i m a l e s  f u e r o n  s a c r i f i c a d o s  d e  24  a  36 h o r a s  l u e g o  d e  h a -  
b e r l e s  s i d o  a d m i n i s t r a d a  l a  t i l t i m a .  d o s i s .  
L o s  a n i m a l e s  p r e p f i b e r e s  f u e r o n  t o r n a d o s  e n t r e  1 5  y 5 0  
d f a s  d e  e d a d .  P o r  r a e o n e s  t Q c n i c a s  p u e d e  h a b e r  una  d i f e r e n c i a  
d e  d f a  d e  e d a d  p e r o  n u n c a  m a y o r .  
E l  d e s t e t e  s e  o p e r 6  g e n e r a l m e n t e  a  l ow  2 1  d f a s ,  c o n s i d e -  
r a d o  t i e m p o  f i s i o l 6 g i c o  p a r a  e e t a  e s p e c i e .  S in  e m b a r g o  a l g u -  
n a s  v e c e s  s e  r e a l i s 6  un  m i s m o  e x p e r i m e n t 0  con  r a t a e  d e  25 
d f a s  s e p a r a d a s  y  no B e p a r a d a s  d e  l a  m a d r e ,  no r e g i s t r i n d o s e  
. m a y o r e s  d i f e r e n c i a s  e n  l od  p a r l m e t r o s  e s t u d l a d o a ,  s a l v o  i n  
e l  p e s o  t o t a l  d e l  a n i m a l ,  q u e  e r a  l i g e r a m e n t e  s u p e r i o r  p a r a  
10s  a n i m a l e e  no d e s t e t a d o s  r e s p e c t o  d e l  p e e o  p r o m e d i o  d e  - a n i -  
m a l e s  d e  e d a d  h o m 6 l o g a .  
O b t e n c i b n  d e  t e j i d o  
E l  d f a  f i j a d o  y  s i e m p r e  p o r  l a  ma f l ana ,  s e  s a c r i f i c a r o n  l a s  
' 1  
r a t a s  pol: d i s l o c a c i 6 n  c e r v i c a l  e x t r a y e n d o s e  d e  i n m e d i a t o  10s  
* I  - 
5. . . 
e p i d f d i m o s  y  o t r o s  t e j i d o s  q u e  f u e r a n  n e c e s a r l ~ b s  q u e  se m a n -  
t u v i e r a n  e n  s o l u c i 6 n  f l s i o l O g i c a  e n  bafIo d e  h i e l o ,  h a s t a  s e r  
l i m p i a d o s  d e  g r a s a  y  m e m b r a n a e  c o n e c t i v a s  y p e s a d o s  e n  b a -  
l a n z a  d e  t o r s i 6 n .  L a s  o p e r a c i o n e ~  s u b s f ~ ; u i e n t e s  s e  l l e v a r o n  a 
c a b 0  e n  un  c u a r t o  f r f o  ( 4 * ~ ) .  
P r o c e s a m i e n t o  d e l  t e j i d o  
- 
En a q u e l l o s  c a s o s  en  q u e  se  d e s e a b a  i n c u b a r  c o r t e s  d e  
t e j i d o ,  e s t e  f u e  c o r t a d o  e n  t r o z o s  d e  a p r o x i m a d a m e n t e  2 m m 3  
y s e  d e t e r m i n b  e l  p e s o  d e  c a d a  a l l c u o t a  a  i n c u b a r .  
E n  10s  c a s o s  e n  q u e  se d e s e a b a  i n c u b a r  f r a c c i o n e s  s u b c e -  
-r 
' . ;J-; 
l u l a r e s  s e  p r o c e d i 6  d e  l a  s i g u i t f n t e  m a n e r a :  se p i c 0  e x h a u s t i -  
v a m e n t e  e l  t e j i d o  c o n  t i j e r a s ,  y se l e  a g r e g a r o n  3 v o l t l m e n e s  
d e  B u f f e r  T r i s  50mM p H s 7 . 4 ,  s a c a r o s a  O.32M, 1 , 5 m M  E D T A ,  
r 
I 0 . 1 5 m M  d i t h i o t h r e i t o l ;  y  se h o m o g e n e i s 6  e n  P o l y t r o n  (3 v e c e s ,  
1 0  s e g u n d o s  v e l o c i d a d  5 )  e n  baflo d e  h i e l o .  80 f i l t r b  p o r  una  
m a l l a  d e  monokf lamento  d e  ny lon  l v i t e x  y e l  f i l t r a d o  e e  t r a n s -  
f i r i b  a  t u b o s  a d e c u a d o s  c e n t r i f u g & n d o s e  15 m i n u t o e  a 8 0 0 g  e n  
una  C e n t r f f u g a  I n t e r n a t i o n a l  B20. Se  r e c o g l b  e l  s o b r e n a d a n t e  
p a r a  u l t e r i o r  c e n t r i f u g a c i b n .  E l  t a c o  o b t e n i d o  s e  r e s u s p e n d i b  
e n  e x c e s o  d e l  m i s m o  B u f f e r  y s e  v o l v i 6  a  c e n t r i f u g a r  1 5  minu-  
t o s  a  8 0 0 g ,  g u a r d a n d o s e  e l  p r e c i p i t a d o  o b t e n i d o  c o m o  f r a c c f b n  
N u c l e a r .  .. 
E l  p r i m e r  s o b r e n a d a n t e  s e  c e n t r i f u g 6  a  1 2 0 0 0 g  ( d u r a n t s  
3 0  m i n u t o s  ) r e c o g i 6 n d o s e  el  t a c o  c o m o  f r a c c i b n  m i t o c o n d r i a l .  
E l  s o b r e n a d a n t e  s e  t r a n s f i r i 6  a  t u b o e  p l a e t i c o s  e e p e c i a l e s  
y e e  c e n t r i f u g b  60 m i n u t o s  a  1 0 5 0 0 0 g .  e n  una  u l t r a c e n t r f f u g a  
8p ' inso  , c o n  e l  r o t o r  R-65 .  
I 
E l  p r e c i p i t a d o  c o r r e s p o n d i 6  a  l a  f r a c c i 6 n  ' m ~ c r o ~ o m a l  @I) y 
e l  s o b r e n a d a n t e ,  a 1  c i t o e o l .  
T o d o s  1 0 s  t a c o s  s e  r e s u s p e n d r e r o n  e n  1 . 5 m l  d e  b u f f e r  p o r  
g. d e  t e j i d o  o r i g i n a l  y  s e  m a n t u v i m n  e n  baflo d e  h i e l o  h a s t a  
I l a  r e a l i z a c i b n  d e l  e n s a y o  e n z i m a t i c o .  
( D e t e r m i n a c i b n  d e  R a d i a c t i v i d a d :  
- .  
L a s  m u e s t r a s  s e  l l e v a r o n  a  s e q u e d a d  e n  un e v a p o r a d o r  
d e  a i r e .  Lueg.0 s e  a g r e g b  5  o  1 0  m l ,  segf in  10s c a s o s ,  d e  s o l u -  
c i b n  c e n t e l l a n t e  ( 4 g  d e  2 , 5 - d i f e n i l  o x a z o l ;  lOOmg d i m e t i l  POPOP= 
d i m e t i l - 1 ,  4 - b i s -  2- ( 5 - F e n i l  o x a z o l i l ) ,  t o l u e n o )  h i s u e l t o  e n  1 l i -  
3 
t r o  d e  t o l u e n o  , y s e  d e t e r m i n t ,  l a  r a d i a c t i v i d a d  d e l  H y  14c 
s e l e c c i o n a n d o  a d e c u a d a m e n t e  e l  a n c h o  d e   la^ v e n t a n a s .  
En l o e  c & l c u l o e  s e  r e e t b  e l  b l a n c o  d e  c a d a  t i p o  d e  m u e e t r a  
a e f  corno l a  f r a c c i 6 n  d e  r a d i a c t i v i d a d  d e b i d a  a 1  ?14c e n  l a  ven-  
t a n a  d e  3 ~ .  D i c h a  f r a c c i 6 n  Be c a l c u l b  con  s t a n d a r d s  d e  14c y 
e s t a  i n t e r f e r e n c i a  e r a  a p r o x i m a d a m e n t e  e l  10% d e l  t o t a l  d e  - C 4 ~  
e n  c a d a  m u e s t r a .  
D e t e r m i n a c i S n  d e  ADN y p r o t e l n a s  t o t a l e s  
Luego  d e  e x t r a e r  y p e s a r  e l  t e j i d o ,  s e  l o  p i c 6  f i n a m e n t e  
c o n  t i j e r a s ,  a g r e g a n d o  l u e g o  6 v o l d m e n e s  d e  b u f f e r .  
Se h o m o g e n e i z b  e n  h o m o g e n e i z a d o r  v i d r i o - v i d r i o .  Se  g u a r -  
d 6  una a l l c u o t a  d e  h o m o g e n a t o  p a r a  m e d i r  p r o t e f n a e  y e e  c e n -  
t r i f u g b  p o r  1 5  m i n u t o e  a  800g,  p a r a  o b t e n e r  l o e  n t i c l eoe .  
Luego  d e  d e s c a r t a r  e l  e o b r e n a d a n t e ,  s e  r e e u s p e n d i 6  e l  t a c o  en  
3 m l  d e  b u f f e r ,  r e p i t i 6 n d o s e  l a  c e n t r i f u g a c i 6 n .  E l  p r e c i p i t a d o  nu- 
c l e a r  o b t e n i d o  f u e  c o n e e r v a d o  p a r a  l a  d e t e r m i n a c i 6 n  p o s t e r i o r  
d e  A D N .  
D e t e r m i n a c i b n  d e  ADN 
Mdtodo d e  B u r t o n  ( 1 0 0 )  
E l  p r e c i p i t a d o  n u c l e a r  s e  r e s u s p e n d e  e n  a g u a  d e a t i l a d a  y 
s e  a g r e g a  1 v o l  TCA 10%. Se e s p e r a  30 m i n u t o s ,  s e  c e n t r i f u g a  
y r e s u s p e n d e  en  TCA 5 % ,  s e  c e n t r i f u g a ,  s e  a g r e g a  1 m l  
PCA 1 N  y  s e  c a l i e n t a  15 m i n u t o s  a  B O Q C .  
S o l u c i o n e s  d e  c o n c e n t r a d b n  c o n o c i d a  d e  ADN d e  e s p e r m a  
d e  s a l m 6 n  f u e r o n  h i d r o l i z a d a e  a1 m i s m o  t i e m p o  q u e  l a 8  rpuee-  
t r a s  p a r a  s e r v i r  c o m o  p a t r 6 n .  
b )  E n s a y o  d e  l a  d i f e n i l a m i n a  
S o l u c i b n  d e  d i f e n i l a m i n a :  (1. 5 g  d e  d i f e n i l a m i n a ,  1. 5 m l  H 2 S 0 4  
c o n c e n t r a d o  y  lOOml AcOH g l a c i a l ) .  Se  a d i c i o n a r o n  d e  O.5ml  % 
d e  p a r a - a c e t a l d e h f d o  a c u o s o .  En  e l  m o m e n t o  d e  u s a r  s e  a g r e -  
gU a  c a d a  m u e s t r a  0 .  8 m l  d e  e s t a  m e z c l a .  S e  a g i t 6  e i n c u b 6  
a  379C d u r a n t e  t o d a  l a  noche  ( 1 6 h s ) .  A1 d f a  s i g u i e n t e  s e  l e y 6  
l a  a b s o r c i b n  a  5 9 5  nm.  
Se  b a s a  e n  e l  m e t o d o  d e  L o w r y ,  R o e e b r o u g h ,  F a r r  y R a n d a l l  
( 1 0 1 ) .  P a r a  10s  c a s o s  d e  f r a c c i o n e s  s u b c e l u l a r e s  d e  t e j i d o  e e  
h a c e  e l  e n s a y o  d i r e c t a m e a  t e .  
P a r a  l a s  m u e s t r a s  d e  h o m o g e n a t o s  ( p r e p a b e r e s )  se a g r e g a  
p r e v i a m e n t e  a  & s t e  1 v o l u m e n  d e  NaOH I N ,  s e  i n c u b a  1 h o r a  
a  3 7 ° ~  y s e  p r o s i g u e  con  e l  e n s a y o ,  p r e v i a  a d i c i b n  a  l a s  m u e s -  
t r a s  s t a n d a r d s  c o n  l a s  c u a l e s  s e  h a r a  l a  c u r v a ,  d e  l a  m i s m a  
c a n t i d a d  d e  NaOH q u e  c o n t i e n e a  l a s  m u e s t r a s  a  m e d i r .  
E n s a y o  
5 -10  p l  d e  m u e s t r a  
Se  l l e v a  a 0. 2 0 0 m l  c o n  b u f f e r  
Se a g r e g a  l m l  d e  s o l u c i b n  C (50vo l  d e  2% C 0 3 N a 2  en  NaOH. 
1 N  + l v o l  0 . 5 %  C u s 0 4  e n  t a r t r a t o  d e  s o d i o  1%) 
S e  e s p e r a n  1 0  m i n u t o s  a  t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e .  
I S e  a g r e g a n  0 , l m l  d e  r e a c t i v o  d e  F o l i n - C C o c o E t e a u  IN. 
I S e  e s p e r a  30  m i n u t o s  y s e  l e e  a  700nm- Como p a t r b n  s e  u t i -  
l i t a  una  s o l u c i b n  d e  a l b f i m i n a  s e r i c a  b o v i n a  d e  c o n c e n t r a c i 6 n  
c o n o c i d a .  
~ n c o r p o r a c i b n  d e  14c T i m i d i n a  
Se p r e p a r a r o n  c o r t e s  d e  t e j i d o  d e  a n i m a l e s  d e  d i f e r e n t e s  
I e d a d e s  10s q u e  s e  i n c u b a r o n  p o r  8 h o r a s  a  3sQc e n  m e d i o  199, u s a n d o  c a r b b g e n o  c o m o  f a s e  g a s e o e a  y e n  p r e s e n c t a  d e  
I 
3 0 0 . 0 0 0 c p m  d e  14c T i m i d i n a  (0. 3 u C i ) .  
I T r a n s c u r r i d o  e e e  t i e m p o ,  e l  t e j i d o  f u e  l a v a d o  y h o m o g e n e i -  
z a d o  en  un h o m o g e n e i z a d o r  v i d r i o - v i d r i o  c o n  5 v o l  d e  m e d i o  
I 1 9 9  y s e  c e n t r i f u g b  a 8 0 0 g  p a r a  r e c u p e r a r  l a  f r a c c i b n  n u c l e a r .  
I, Se  a g r e g 6  a 1  p r e c i p i t a d o  lOOul d e  a g u a  d e e t i l a d a ,  lOOu1 d e  
T C A  1 0 %  y s e  e e p e r b  30  m i n u t o s .  Se  c e n t r i f u g b  y r e s u s p e n d f b  
I e l  t a c o  en  1 v o l  T C A  5%. Se g a a r d a r o n  a l l c u o t a s  p a r a  d e t e r m i -  
E l  r e s t o  f u e  t r a t a d o  c o n  e o l u b i l i z e r ,  ( P a c k a r d  I n s t r u m e n t s  
. - 
C o . )  s e  a g i t 6  en  un v o r t e x  y s e  l e  a g r e g b  l O m l  d e  s o l u c i b n  d e  
t o l u e n o  c e n t e l l a n t e , c o n t a n d o  l u e g o  l a  r a d i o a c t i v i d a d  i n c o r p o r a -  
J 
E n s a y o  d e  e n t i m a e  m a r o a d o r a m  d e  lam d i e t i n t a s  f r a c c i o n e e  
s u b c e l u l a r e e  
En 10s  e n s a y o e  d e  l o o a l i s a o i b n  e u b o e l u l a r  d e  l a s  e n t i m a s ,  
e r a  n e c e s a r i o  e s t a b l e o e r  e l  g r a d o  e n  q u e  l a s  d i s t i n t a e  f r a c c i o -  
n e e  s u b c e l u l a r e s  e s t u v i e s e n  c o n t a m i n a d a s  e n t r e  sf. P a r a  el10 e s  
de 'Y q u e  s e  r e c u r r i 6  a  e n s a y o s  d e  e n t i m a s  e s p e c f f i c a s  
- una  d e t e r m i n a d a  o r g a n e l a ,  q u e  se r e a l i c a r o n  e n  t o d a s  l a s  f r a c -  
I c i o n e s  s e p a r a d a s  p o r  c e n t r i f u g a c i b n  e s t a b l e c i e n d o  e n t o n c e s  e l  
- g r a d o  d e  c o n t a m i n a c i b n  q u e  e x i s t e  p o r  e j e m p l o  d e  m i c r o s o m a e  
I e n  l a s  m i t o c o n d r i a s ,  e t c . -  
Como t r a z a d o r  d a c l e a r  se u t i l i t b  ADN, c u y a  t e c n i c a  d e  
d e t e r m i n a c i 6 n  y a  f u e  d e s c r i p t a .  
I Como t r a z a d o r  m i t o c o n d r i a l  s e  r e c u r r i 6  a  l a  S u c c l n i c o  d e s -  
h i d r o g e n a s a  p a r a  l o  c u a l  s e  u t i l i t b  e l  m e t o d o  a d a p t a d o  d e  
P e n n i n g t o n  (102 ) .  D , A 
C o n s i s t e  e n  a g r e g a r :  . 
. , 4 . .  , 
0 . 2 m l  B u f f e r  f o s f a t o  d e  p o t a e i o  O . 2 S M  (pH7.4) 
0 .  2 m l  S u c c i n a t o  d e -  Na 0 .  SM 
0 .  2 m l  I o d o n i t r a t e t r a z o l i u m  0.596 ( S i g m a )  
Luego  d e  i n c u b a r  .30 m i n u t o s  a  3 7 0 ~ .  s e  d e t i e n e  l a  r e a c c i 6 n  
con  una d u c i b n  A c O E t / T C A / E t a n o l  ( 5 1 5 )  A p a r e c e  un c o l o r  
r o j o  p r o f u n d o  q u e  s e  l e e  a  490nm.  
C i t o c r o m o - c  NADPH o x i d o r r e d u c t a s a  e s  l a  e n z i m a  u t i l i z a d a  
c o m o  t r a e a d o r a  m i c r o s o m a l .  La t e c n i c a  e a t &  a d a p t a d a  d e  A-  
I v r u c h  y  H o e l e I  ( 1 0 3 ) y  o t r o s  . ( 1 0 4 , 1 0 5 ) .  
I % 
F e  (CN) K (6. 6 u m o l  /ml)  ' 
6  3  
l m l  T r i s  0. l M  (pH, 7.  4 )  
NADPH (13. Smgqb. 2 5 0 m l  T r i s  O.1M) 
5- 10111 S o l u c i 6 n  e n e i m l l t i c a  
Se  l e e  l a  d e s a p a r i c i b n  d e  NADPH a  340nm a  1 0 s  30  minu -  
t o s  d e  i n c u b a c i b n ,  r e s p e c t o  d e l  t i e h p o  i n i c i a l ,  y u s a n d o  b l a n -  
m 
c o s  a d e c u a d o s .  La r e a c c i 6 n  s e  d e t i e n e '  c o n  Me OH y s e  d i l u -  
I y e  5 v e c e s  l a  m u e s t r a  a n t e s  d e  l e e r  l a  a b s o r b a n c i a .  
- ENSAYO DE 5 d REDUCTASA 
P a r a  e l  c a s o  d e  l a s  f r a c c i o n e s  s u b c e l u l a r e s ,  0 . 4 m l  d e  s o -  
I 
l u c i b n  d e l  t a c o  r e s u s p e n d i d o  o  c i t o s o l  f u e r o n  a g r e g a d a s  a  
I 1 . 6 m l  d e  B u f f e r  pH 7 . 2  c o n t e n i e n d o  5. ~ o - ~ M  NADPH y a p r o -  
x i m a d a m e n t e  0 . 2 p C i  d e  'H-T. En e l  c a ~ o  d e  i n c u b a r s e  c o r t e s  
d e  t e j i d o  (50 -150mg)  se  u e a  g l u c o e a  I m g / m l  e n  e l  m e d i o  d e  
i n c u b a c i b n .  En t o d o s  10s  c a s o s  se  a g r e g b  s u f i c i e n t e  t e s t o e -  
t e r o n a  p a r a  l o g r a r  l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  f i n a l e s  d e s e a d a . 6 .  L a s  
i . n c u b a c i o n e s  f u e r o n  a  3 4 0 ~  p o r  BOminutos  c o n  a g i t a c i b n ,  de- 
t e n i e n d o s e  p o s t e r i o r m e n t e  l a  r e a c c i d n  c o n  a m 1  de o e b t a t o  d e  
e t i l o  y se  g u a r d a r o n  e n  f r f o .  
Se  a g r e g a r o n  c a n t i d a d e s  c o n o c i d a s  d e  14c DHT y 1 4 c d i o l  
p a r a  s e g u i r  l a  r e c u p e r a c i 6 n  d e  10s  p r o d u c t o s  d e  r e a c c i b n  ob- 
E x t r a c c i b n  
Se h i c i e r o n  2 e x t r a c c i o n e s  c o n  3 m l  d e  A c O E t  c a d a  una 
a g i t a n d o  c o n  v o r t e x  c a d a  v e ~ .  S e  d e c a n t 6  o  c e n t r i f u g b  s e p a -  
r a n d o  l a  f a s e  o r g a n i c a  c o n t e n i e n d o  10s  e s t e r o i d e s .  E s t a  s e  
e v a p o r 6  a  s e q u e d a d ,  y e e  r e s u e p e n d i b  e n  e l  v o l u m e n  m f n i m o  
n e c e a a r i o  p a r a  l a  e i e m b r a  c r o m a t o g r l h f i ~ a  c o r r e s p o n d i e n t e .  
S e p a r a c i b n  d e  e s  t e r o i d e s  p o r  c r o m a t o g r a f l a  
Se  u t i l i z a r o n  d o s  t h c n i c a s :  
P a r a  e l  e s t u d i o  d e l  e f e c t o  d e  l a  c a s t r a c i 6 n  y r e i n d u c c i 6 n  d e  
l a  e n z i m a  p o r  a n d r 6 g e n o e  se  u t i l i z b  l a  c r o m a t o g r a f f a  e n  c a p a  
d e l g a d a  d e  S i l i c a - g e l  ( 11.3 ) u s a n d o  c o m o  s o l v e n t e  C l o r o f o r -  
m o /  E t e r  4 : l .  A v e c e s  e e  n e c e s i t a r o n  2 c o r r i d a s  p a r a  s e p a -  
r a r  n f t i d a m e n t e  a  10s d i o l e s .  A1 m i s m o  t i e m p o  q u e  l a  m u e s -  
t r a  s e  s e m b r b  t e s t o s t e r o n a  y a n d r o s t e n o d i o n a ,  q u e  se v i s u a -  
l i z a n  a1  U V  p o r  l a  a b s o r c i 6 n  d e l  g r u p o  4-3 c e t o .  
En e l  s i g u i e n t e  e s q u e m a  e e  p u e d e  v i s u a l i z a r  l a  p o s i c i b n  
d e  10s d i s t i n t o s  e s t e r o i d e s  s e p a r a b l e s  p o r  e s t e  m e t o d o .  
S i e m b r a  d i o l e s  DHT F r e n t e  
La d e t e c c i b n  d e  l a e  b a n d a e  re  o o m p l e t d  oon  un  b a r r i d o  d e l  
S o a n n e r  r e g i s t r 6 n d o s e  l o e  d i f e r e n t e r  p i o o e  r a d i a o t i v o e .  F i n a l -  
m e n t e  l a s  3  b a n d a s  (DHT, T y d i o l e e )  e e  e l u y e r o n  e n  c o l u m -  . 
n a s  e s p e c i a l e s  c o n  2 - S m l  ~ l g a ~ / M e t a n o l  2 : 1 ,  e l  f i l t r a d o  e e  
e v a p o r 6  a  s e q u e d a d  y  s e  d e t e r m i n b  l a  r a d i a c t i v i d a d  u t i l i z a n d o  
un  c o n t a d o r  d e  c e n t e l l e o  l f q u i d o .  
En e l  c a s o  d e  l a s  r a t a s  p repf ibe re r r  se  s e p a r a r o n  10s  e ~ t e -  
r o i d e s  p o r  c r o m a t o g r a f f a  e n  C e l i t e .  
Se m e z c l b  c u i d a d o s a m e n t e  l a  C e l i t e  c o n  1 v o l  ( p : v )  d e  p r o -  
p i  P e n g l i c o l ,  h a s t a  o b t e n e r  una  p a s t a  h o m o g g n e a  y e s p o n j o s a ,  
p a s a n d o s e  l u e g o  a  l l e n a r  y  c o m p a c t a r  l a s  c o l u m n a s  d e  0.  6 c m  
d e  d i a m e t r o  y 5 0 c m  d e  l a r g o  d e  m a n e r a  d e  o b t e n e r  u n a  a l t u -  
r a  d e  l l e n a d o  d e  5 c m .  En l a  p a r t e  i n f e r i o r , .  e e  .coloc6 
un pequef io  d i s c o  d e  T e f l o n  p o r o s o .  
E l  d i a g r a m a  d e  e l u c i b n  d e  l a s  c o l u m n a s  f u e  e l  s i g u i e n t e :  
1) l O m l  d e  I s o o c t a n o  ( L a v a d o )  
2 )  l m l  s o l u c i b n  m u e s t r a  ( d i s u e l t a  e n  I s o o c t a n o )  
3 )  4 m l  I s o o c t a n o  ( l a v a d o )  
4 )  4 m l  I s o o c t a n o  ( e l u y e  a n d r o s t e n e d i o n a ) ,  (en  n u e s t r o  c a s o  
e s t a  s e  d e s c a r t a .  ) 
5 )  6 m l  I s o o c t a n o / T o l u e n o  (70:30)  ( E l u y e  D H T )  
6 )  2 m l  I s o o c t a n o / T o l u e n o  (60:40)  ( D e s c a r t a r )  
7 )  71x11 I s o o c t a n o  /Toluene (60 :40)  ( E l u y e  2 e s t o s t e r o n a )  
8 )  8 m l  T o l u e n o  p u r o  ( E l u y e  a n d r o s t a n d i o l )  
La e l u c i 6 n  s e  l l e v 6  a c a b 0  con a y u d a  d e  N i t r B g e n o  a  p r e s i b n  
d e  m a n e r a  d e  o b t e n e r  un'  g o t e o  d e  a p r o x i m a d a m e n t e  1 5 - 2 0  go-  
g o t a s  p o r  m i n u t o  y s i e m p r e  a  una t e m p e r a t u r a  d e  20k. L a e  
r e c u p e r a c i o n e s  o b t e n i d a e  p o r  e s t e  m e t o d o  o e c i l a n  e n t r e  50 
y 80%. Se e v a p o r a n  a s e q u e d a d  l a e  3 f r a c c i o n e s  o b t e n i d a s  y 
l u e g o  d e  a g r e g a r  s o l u c i d n  c e n t e l l a n t e  e e  d e t e r m i n a  l a  r a d i a c -  
t i v i d a d .  
I 
- Acido  Sihlbco 
El t 6 r m i n o  g c i d o  s i h l i c o  eng loba  a  t o d o s  10s  d e r i v a d o s  d e l  
f icido n e u r a m f n i c o ,  d e  1 0 s  c u a l e s  e l  m8s i m p o r t a n t e  e e  e l  
I Bcido N - a c e t i l n e u r a m f n i c o  ( N A N ) ,  a u n q u e  t a m b i 6 n  e x i s t e n  en 
I m e n o r e s  c a n t i d a d  c o m o  N - g l i c o l i l  o  N, 0 ,  d i a c e t i l  n e u r a m l -  
I El  m e t o d o  d e  d o s a j e ,  b a e a d o  e n  e l  d e  L e o n a r d  W a r r e n  (106) 
c o n s i s t e  en  a c o p l a r  e l  p r o d u c t 0  d e  l a  o x i d a c i 6 n  d e l  d c i d o  neu -  
r a m f n i c o  (B f o r m i l  p i r u v a t o )  con  e l  d c i d o  2 - t i o b a r b i t d r i c o ,  
de t ec t f i ndose  l u e g o  l a  a b s o r b a n c i a  d e l  c r o m 6 f o r o  f o r m a d o .  
a )  P r e p a r a c i 6 n  d e  l a  M u e s t r a .  H i d r 6 l i s i s  
P o r c i o n e s  d e  5 0 m g  d e  t e j i d o  e p i d i d i m a r i o ,  p r e v i a m e n t e  
p e s a d a s  e n  b a l a n z a  d e  t o r s i b n ,  f u e r o n ' h o m o g e n e i z a d a e  c o n  
0 .  500ml  d e  a g u a  d e s t i l a d a  en  h o m o g e n e i z a d o r  v i d r i o - v i d r i o .  
Luego de  g u a r d a r  a l f c u o t a s  p a r a  l a  d e t e r m i n a c i b n  d e  p r o -  
t e l n a s  t o t a l e s ,  s e  a g r e g b  i g u a l  vo lumen  d e  H S O  O.25N e n  2 4 
s o l u c i b n  s a l i n a ,  y s e  c a l e n t b  a  8 0 Q ~  d u r a n t e  60 m i n u t o s .  E s -  
I , t a s  c o n d i c i o n e s  s o n  c o n s i d e r a d a s  b p t i m a s  p a r a  l a  h i d r 6 l i s i s  
b )  O x i d a c i b n  
'i 
' 4- 
Se dej'b e n f r i a r ,  y s e  a g r e g 6  a  c a d a  m u e s t r a  0 . 1 0 0 m l  d e  
s o l u c i b n  0 .025M d e  m e t a p e r i o d a t o  d e  s o d i o  e n  0 . 1 2 5 N  d e  H g P 0 4 .  
S e  a g i t b  y l u e g o  d e  e a p e r a r  20 m i n u t o e  s e  a g r e g b  l m l  d e  s o -  
l u c i b n  d e  A s 0 2 N a  2% e n  s o l u c i b n  0. SM a  N a 2 S 0  y 0 .1N  d e  
4 
H2SO:4 p a r a  e l i m i n a r  e l  e x c e s o  d e  p e r i o d a t o .  Se  e s p e r a n  5  
m i n u t o s .  
c )  E n s a y o  d e l  T i o b a r b i t f i r a t o  
Se a g r e g a n  2  m l  d e  s o l u c i d n  d e  f ic ido t i o b a r b i t f i r i c o  0. 6% 
e n  N a 2 S 0 4  0 .5M.  L u e g o  d e  a g i t a r  se  c a l i e ' n t a  e n  bail0 d e  a g u a  
h i r v i e n d o  d u r a n t e  1 5  m i n u t o e ,  t a p a n d o s e  10s tu .bos  c o n  b o l i t a s  
d e  v i d r i o .  En e s e  l a p a o  a p a r e c e  un  c o l o r  r o s a  l f m p i d o .  Se 
d e j a  e n f r i a r  .y s e  a g r e g a n  2 m l  d e  c i c l o h e x a n o n a ,  a g i t a n d o e e  
v i g o r o s a m e n t e .  
D i c h o  s o l v e n t e  e x t r a e  e l  c o m p u e a t o  c o l o r e a d o  i n t e n s i f i c a n d o  
s u  c o l o r  y a u m e n t a n d o  p o r  l o  t a n t o  a p r e c i a b l e m e n t e  l a  s e n s i -  
b i l i d a d  d e l  m e t o d o .  
d )  D e t e r m i n a c i b n  d e  l a  A b s o r b a n c i a  
Se t o m a  1 m l  d e  l a  f a s e  o r g g n i c a ,  e n  l a  q u e  se l e e  l a  ab- 
s o r b a n c i a  a  532nm y  562nm.  La  c u r v a  p a t r b n  se p r e p a r a  e n  
c a n t i d a d e s  c o n o c i d a s  d e  N - a c e t i l - n e u r a m f n i c o .  
I Como 10s  d e o x i a z G c a r e s  i n t e r f i e r e n  p a r c i a l m e n t e  c o n  e l  
I e n s a y o ,  s e  h i z o  t a m b i Q n  un e s p e c t r o  d e  a b s o r c i 6 n  d e  l a  d e o -  
x i - g l u c o s a  s i m u l t f i n e a m e n t e  a 1  d e l  N A N ,  e s t a b l e c i 6 n d o s e  r e s -  
I p e c t i v a m e n t e  d o s  p i c o s  d e  a b s o r c i b n :  p a r a  l a  d e o x i g l u c o s a :  
, I  7- 
- 
532nm; p a r a  e l  N A N :  562  nm,,f 
~3 t!:;,.q ' - 
L o s  b l a n c o s  c o n t r a  10s  c u a l e s  se l e y 6  c a d a  m u e e t r a  oon- 
s i s t i e r o n  en 0 .  5  m l  d e  a g u a ,  a  10s  c u a l e s  s e  a g r e g a r o n  l o e  d i -  
f e r e n t e s  r e a c t i v o s  p r o c d e & n d o i o a  ~ c o m o  Uaue ?nrue.sltwa.s ; 
Con 10s  d a t o s  d e  l a s  l e c t u r a s  s e  c a l c u l b  l a  c a n t i d a d  da  
N A N  c o r r e s p o n d i e n t e  a  c a d a  a l l c u o t a  ' segGn l a  f b r m u l ~ :  
4. 
D0562'D0532 
{ N A N  I =  - . V 
( 1 - A B )  € 2  
1'3 o  n d  e  
N A N  = n m o l e s  de  $ c i d o  N - a c e t i l  n e u r a r n f n i u o  
D O 5 6 2 =  a b s o r b a n c i a  a  562nm 
D0532 = a b s o r b a n c i a  a  532nm 
= c o e f i c i e n t e  d e  e x t i n c i b n  m o l e c u l a r  d e  N A N  .a  5182nm 
z c o e f i c i e n t e  d e  e x t i n c i b n  m o l e c u l a r  d e  N A N  a  562nm 
= c o e f i c i e n t e  d e  e x t i n c i b n  m o l e c u l a r  d e  d e o x i g l u c o s a  532nm 
\ 
= c o e f i c i e n t e  d e  e x t i n c i b n  m o l e c u l a r  d e  d e o x i g l u c o s a  562nm 
A s i m i s m o  l a  c a n t i d a d  d e  d e o x i g l u c o s a  s e  p u e d e  c a l c u l a r  c o m o  
D0532'D0562 A  ( 1 D e o x i g l u c o s a  I =  
( 1 - A B )  E. 4 
T o d o s  e s t o s  c 6 l c u l o s  s e  h i c i e r o n  p r o g r a m a n d o  a d e c u a d a m e n t e  
I ..a4 u! l I 1 u n a  m i n i - c o m p u t a d o r a  H e w l e t t - P a c k n r d  25.  
-!A-'.--F& "! r -  .I -- I 4 i 4  ., - -h fad.. - Ai, 
I 
D e t e r m i n a c i b n  d e  g l i c e r i l f o s  
I 
E l  m e t o d o  u t i l i z a d o  e e t 6  b a e a d o  e n  e l  d e s o r i p t o  p o r  I. G. 
W h i t e  ( 107 )  y  J.F. R y l e y  (108) .  
a )  P r e p a r a c i b n  d e  10s  t e j i d o s  4 L o s  e p i d f d i m o s  d e  c a d a  l o t e  s e  p e s a r o n  e n  c o n j u n t o ,  y s e  - .  r f 1, h o m o g e n e i z a r o n  con  un P o l y t r o n  d u r a n t e  40 s e g u n d o s ,  s o b r e  h i e -  .--\$ 
l o  con  3  u o l l m e n e s  d e  s o l u c i b n  f i ~ i o l b g i o a .  D e  a l t o s  h o m o g e n a -  s!$ 
t o s  s e  s a c a r o n  a l f c u o t a s  d e  200 a 4 0 0 ~ 1  g u a r d a n d o s e  e l  r e s t o  
p a r a  d e t e r m i n a c i b n  d e  p r o t e f n a s  t o t a l e s .  C o n j u n t a m e n t e  s e  t o -  
m a r o n  d i s t i n t a s  a l f c u o t a s  d e  s o l u c f 6 n  p a t r 6 n  d e  g l i c e r o l ,  d e  ma-  
n e r a  q u e  l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  f i n a l e s  e s t u v i e r a n  e n  e l  r a n g o  d e  
0 .  3  a  3 p g / m l ,  p a r a  e s t a b l e c e r  l a  c u r v a  p a t r 6 n .  
A t o d o s  e s t o s  t u b o s  s e  a g r e g 6 :  
t a n t e  d e  p r o t e f n a s .  
Se c e n t r i f u g 6  p o r  1 5  m i n u t o e  a  1 0 0 0 r p m .  D e l  s o b r e n a d a n -  
t e  s e  t o m a r o n  a l f c u o t a s  d e  400111 
b )  Ox idac iSn  
Se  t r a t a n  l a s  m u e s t r a s  con :  
1 )  2 0 0 ~ 1  d e  H 2 S 0 4  2N 
2 )  50  P I  d e  s o l .  Na104  0 . 1 M  
Se e s p e r a r  on 5 m i n u t o s  
3 )  2 0 0 ~ 1  A s O 2  Na ( 1 3 . 1 3 % )  P / V  
I Se e s p e r a r o n  1 0  minu tof i .  $$e a g r e g b  1 ,OOml  HZO. 
c )  E n e a y o  con  a c i d 0  c r o m o t r b p i o o  
8 e  t o m a r o n  a l f c u o t a e  d e  200)il p o r  d u p l i o a d o  y ee  l e e  a g r e -  
g 6  2  m l  d e  so luc iUn  d e  Bc ido  c r o r n o t r U p i o o  ( 1. 0 8 g  d i -  
s u e l t o  e n  1 0 0  m l  d e  H 2 0  m 8 e  450 ml d e  H z 8 0 4  ( 6 6 %  v / v ) .  
Se c a l e n t b  en  baflo d e  a g u a  h i r v i e n d o  p o r  3 0  m i n u t o s  con  
l o  q u e  a p a r e c e  un c o l o r  p f i r p u r a  i n t e n s o  c u y a  a b s o r b a n c i a  se 
l e e  a  5 5 6  n m i  
d )  L e c t u r a  
A d i f e r e n c i a  d e  10s  d a t o s  b i b l i o g r d f i c o s ,  e l  m a x i m 0  d e  
a b s o r c i b n  d e l  c r o m b g e n o  r e s u l t 6  ser 5 5 6  n m  y no580nio '88 i n v e e -  
t i g b  l a  i n t e r f e r e n c i a  d e  g l u c o s a  en l a  d s t e r m i n a c i d a  d e  GPC 
p e r o  s e  l l e g b  a  l a  c o n c l u s i 6 n  q u e  e n  l a s  c o n d i c i o n e s  u t i l i z a -  
d a s  d i c h a  i n t e r f e r e n c i a  no  e o b r e p a s a b a  e l  5 %  d e  l a  a b s o r b a n c i a  
d e  l a  GPC. 
D e t e r m i n a c i d n  d e  Zn p o r  a b s o r c i 6 n  a t b m i c a  
G e n e r a l i d a d e s :  
E s  un m e t o d o  s u m a m e n t e  ~ e n e i b l e  c a p a c  d e  d e t e c t a r  c a n -  
t i d a d e s  d e l  o r d e n  d e  n a n o g r a m o s  d e l  e l e m e n t o  e n  c u e s t i U n .  
Se  d e b e  o b t e n e r  e l  m e t a l  en e s t a d o  d e  v a p o r  a t b m i c o ,  l o  
c u a l  s e  l o g r a  v a p o r i z a n d o  l a  s o l u c i b n  d e  n u e s t r a  s o b r e  una  l l a -  
ma  o x i d a n t e  ( g e n e r a l m e n t e  d e  a i r e - a c e t i l e n o )  y p r o d u c i e n d o  l u e -  
g o  t r a n s i c i o n e s  e l e c t r b n i c a s  d e l  m e t a l  m e d i a n t e  p r o c e s o s  e x c i -  
t a t o r i o s  p r o p i o s  d e  una  l s m p a r a  d e  c h t o d o  h u e c o .  
a )  P r e p a r a c i b n  d e  m u e s t r a s  y s o l u c i o n e s  s t a n d a r d s  
Se h i z o  una  s o l u c i b n  p a t r b n  p e s a n d o  0 . 5 0 0 g  d e  Zn m e t l l l i c o  
y  B i s o l v i B n d o l o  e n  e l  m f n i m o  v o l u m e n  d e  HCl  q u e  l u e g o  s e  
di luyU a  un l i t r o  con  HC1 1% (v/v). A p a r t i r  d e  e a a  s o l u c i b n  
s e  h i c i e r o n  d i l u c i o n e s  p a r a  l o g r a r  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  0 .  5 u g / m l  
q u e  s e  u s a n  c o m o  t e s t i g o .  
L o s  t e j i d o s  a  a n a l i z a r  ( e p i d l d i m o s  y t e s t l c u l o s )  s e  l i m p i a -  
r o n  y s e  s e p a r a r o n  e n  p o r c i o n e s  d e  a p r o x i m a d a m e n t e  1 0 0 m g ,  
q u e  s e  p e s a r o n  c u i d a d o s a m e n t e .  
Se h o m o g e n e i z a r o n  e n  a g u a  b i d e s t i l a d a ,  s e  g u a r d e r o n  a l f -  
c u o t a s  d e  0 . 5 m l  p a r a  d e t e r m i n a r  p r o t e f n a s ,  y 10s  21x11 r e s t a n t e s  
-1 
s e  s o m e t i e r o n  a  l a  t h c o i c a  lVWet A s h i n g "  p a r a  d e s t r u i r  l a  m a t e -  115 
r i a  organics. 
A c a d a  h o m o g e n a t o  s e  l e  a g r e g 6  1 m l  d e  m e z c l a  HN03:HC104  
(1:l) v / v  y  s e  c a l e n t b  h a s t a  e b u l l i c i S n  d u r a n t e  2 - 3  h o r a s .  A1 
c a b o  d e  e s t e  t i e m p o  s e  v e r i f i c b  q u e  l a  s o l u c i b n  r e s u l t a n t e  f u e -  
r a  l f m p i d a  y s i n  r e s t o s  d e  t e j i d o  a l g u n o .  Se  d e j o  e n f r i a r  y se 
\ l e v 6  a  10.OOml c o n  a g u a  b i d e s t i l a d a  e n  m a t r a c e e  a f o r a d o s .  
A1 m i s m o  t i e m p o  s e  p r e p a r b  un b l a n c o  c o n s i s t e n t e  e n  H 2 0  
b i d e s t i l a d a  c o n  e l  a g r e g a d o  d e  HNOS/HC104.  E a t e  a e  s o m e t i b ,  
a 1  i g u a l  que  l a  mu+ t r a  t e s t i g o ,  a 1  c a l e n t a m i e n t o  y d i l u c i 6 n  a 
l O m l  c o n  a g u a  b i d e s t i l a d a .  
& a s  m u e s t r a s  a s $  p r e p a r a d a a  s e  s o m e t i e r o n  a  l a  d e t e r m i n a -  
c i b n  d e  Zn p o r  t r i p l i c a d o  en  e-1 e s p e c t r U m e t r o  I .  d e  a b s o r c i b n  
a t d m i c a  q u e  f u n c i o n a  e n  e l  I n s t i t u t o  d e  N e u r o b i o l o g f a  ( S e r v i -  
c i o  d e l  C o n s e j o  N a o i o n a l  d e  I n v e s t i g a c i o n e e  C i e n t f f i c a s  y TBc- 
i i  n i c a s ) .  
R a d i o i n m u n o e n s a v o  
a )  O b t e n c i 6 n  d e l  A n t i s u e r o  s i g u i e n d o  l a  t e c n i c a  d e  P u r v i s ,  
C a l a n d r a  v c o l l .  (1091 
Se  p r e p a r b  p r i m e r a m e n t e  un c o n j u g a d o  d e  t e s t o s t e r o n a - a l -  
b d m i n a  s b r i c a  b o v i n a  (BSA) a c o p l a n d o  e l  d e r i v a d o  c a r b o x i m e -  
t i l o x i m a  d e  l a  t e s t o s t e r o n a  a  l a  a l b f i m i n a  ( 2 2 4 ) .  E e t e  c o n j u g a -  
d o  e m u l s i o n a d o  en a d y u v a n t e  d e  F . r e u n d  e e  a d m i n i a t r 6  p o r  v f a  
s u b c u t l l n e a  a 10s  c o n e j o s  con  i n t e r v a l 0 6  d e  d o e  B e m a n a s -  E l  
a n t i  s u e r o  f o r m a d o ,  f u e  d i l u i d o  a d e c u a d a m e n t e  (1: 1 0 0 )  y s e  c o n -  
s e r v e  e n  f r f o .  
b )  P r e p a r a c i 6 n  d e  l a s  m u e s t r a s  
O b t e n c i 6 n  d e l  t e j i d o  
L a s  m u e s t r a s  d e  t e j i d o  e p i i d i d i m a r i o ,  d e  n o  m 8 e  d e  250mg ,  
s e  e x t r a j e r o n  r s l p i d a m e n t e  d e l  a n i m a l  y se p e s a r o n  s u m e r g i e n -  
d o l a s  i n m e d i a t a m e n t e  en  a c e t o n a  p a r a  e v i t a r  l a  m e t a b o l i z a c i e n  
d e  10s  a n d r b g e n o s ,  p o n i b n d o l a s  p o s t e r i o r m e n t e  a  c o n g e l a r  a 
0 
- 7 0 - C  h a s t a  s u  p r o c e s a m i e n t o .  
c )  E x t r a c c i 6 n  d e  10s  . a n d r 6 g e n o s  
L u e g o  d e  d e s c o n g e l a r  l o e  t e j i d o s ,  s e  h o m o g e n e i z a r o n  c o n  
5 m l  d e  . g c e t o n a ,  a g r e g a n d o  a 1  m i s m o  t i e m p o  3 0 0 0 c p m  d e  c a d a  
e s t e r o i d e  ( ~ 3  , T , D H T ,  d i o l )  p a r a  e v a l u a r  l a s  p e r d i d a s  d u r a n t e  
.'I 
, ;'I 
- 
e l  p r o c e s a m i e n t o .  8 e  e e p e r a r o n ' d l e s  minuto.. y e e  o e n t r i f u g b  
a  2 0 0 0  r p m  d u r a n t e  d i e c  m i n u t o e .  T o d a e  e e t a e  o p e r a o i o n e a  me 
l i e v a r o n  a  c a b 0  a  4%. 
L u e g o  s e  c o n t i n u b  a  t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e .  La a c e t o n a  f u e  
t r a s p a s a d a  a  t u b o s  c b n i c o s  d i v i d i e n d o  c a d a  m u e s t r a  e n  d o s  p a r -  
t e s .  Se e v a p o r 6  a  s e q u e d a d ,  s e  r e t o m 6  e l  e x t r a c t o  e n  1 m l  d e  
a g u a ,  s e  c a l e n t b  p o r  d i e c  m i n u t o e  a  50-6 .0c  y se  a g i t b  d u r a n t e  
u n  m i n u t o  c o n  un a g i t a d o r  ' t V o r t e x v .  
Se a g r e g 6  l u e g o  1 0  m l  d e  i t e r , .  s e  a g i t 6  d u r a n t e  d o e  minu- -. 
t 
t o s  y s e  conge16  e n  m e c c l a  d e  h i e l o  s e o o / t . c e t o n a .  Se  e x t r a j o  
l a  f a s e  e t 6 r e a  y l u e g o  d e  e v a p o r a r l a  s e  r e t o m 6  e l  e x t r a c t o  c o n  
1 . 4  m i  d e  m e t a n o l ;  s e  a g i t b  p o r  un m i n u t o  y se a g r e g b  0. 6 m l  
d e  a g u a ,  v o l v i 6 n d o s e  a  a g i t a r  un m i n u t o .  
A e s t a  m e z c l a  s e  l e  a g r e g a r o n  2 m l  d e  h e x a n o  p a r a  e x t r a -  
e r  l f p i d o s  q u e  p u e d e n  i n t e r f e r i r .  L u e g o  d e  e r t r a e r .  a e  d e s c a r -  
t 6  e l  h e x a n o  y s e  a g r e g b  6  m l  d e  c l o r u r o  d e  m e t i l e n o ,  a g i t a n -  
d o s e  2 m i n u t o s .  Se  r e c o g t 6  l a  f a e e  d e  C12CIi2 y s e  e v a p o r b  a  
s e q u e d a d .  
F i n a l m e n t e ,  s e  r e t o m b  e l  e x t r a c t o  e n  1 m l  d e  i s o o c t a n o ,  
s e  g u a r d a r o n  1 0 0  pl p a r a  e v a l u a r  l a  r e c u p e r a c i U n ,  (que  u s u a l -  
m e n t e  o s c i l a  e n  un 6 0 - 7 0 s ) .  y  e n  e l  r e s t o  s e  p r a c t i c b  l a  se- 
p a r a c i b n  d e  10s  e s t e r o i d e s  p o r  c r o m a t o g r a f f a  e n  C e l i t e  s e g d n  
e l  m g t o d o  y a  d e s c r i p t o  a n t e s .  
L o s  e l u f d o s  d e  l a s  c o l u m a a e  s e  e v a p o r a r o n  a s e q u e d a d  y 
s e  r e t o m a r o n  en  1 m l  d e  t, u f f e r  . A b r a h a m  ( P a r a  11: 1 0 . 8 g r  
P 0 4 N a 2  H 7 H 2 0 ;  4 , 7 g  P 0 4 H 2 N a H 2 0 ;  1% A z i d a  S b d i c a ;  9g  C lNa ;  
3 .72gEDTA ; l g  gelatins; l l e v a d o a  pH, c o n  OHNa ION) c a l e n t l n -  
d o s e  a  50-60°c p o r  q.uince m i n u t o s  y a g i t a n d o  c a d a  t u b 0  d o s  
m i n u t o s .  L o s  t r e s  e s t e r o i d e e  q u e d a r o n  a s $  l i s t o s  p a r a  s e r  a -  
n a l i z a d o s  p o r  e l  RIE. 
d )  R a d i o i n m u n o a n f i l i s i s  
C u r v a  d e  t i t u l a c i 6 n  d e l  A n t i s u e r o .  La c u r v a  s t a n d a r d  s e  
-----_------------_------------- 
p r e p a r d  con  c a n t i d a d e s  d e  e s t e r o i d e  no m a r c a d o  e n  un r a n g o  
d e  1 2 .  5 a  4 0 0 p g .  L o s  r e s u l t a d o s  s e  g r a f i c a r o n  l o g a r f t m i c a m e o -  
t e ,  u t i l i z a n d o  l a  r e c t a  m$& p r o b a b l e  c a l c u l a d a  p o r  e l  m e t o d o  
d e  c u a d r a d o s  m f n i m o s  ( r e g r e s i b n ) .  E l  r 2  f u e  0 .  97 p a r a  l a  c u r -  
v a  d e  DHT y 0.  98  p a r a  ' l a  c u r v a  d e  T- 
Se t r a b a j d  e n  un vo l -umen  f i n a l  d e  O .3ml  q u e  c o n , s i s t e  d e :  
a )  1 0 0  p l  d e  s o l u c i b n  'HT (5000 d p m )  e n  b u f f e r .  
b )  1 0 0  p l  d e  u u e s t r a  (o s o l u c i b n  s t a n d a r d )  en  k u f f e r .  
c )  1 0 0  p l  d e  E n t i s u e r o  ( 1 : 7 5 0 )  
P a r a  e l  punto c o r r e s p o n d i e n t e  a 1  w i n e s p e c f f i c o " :  200  p l  b u f f e r ,  
Luego  d e  a g i t a r  b i e n  s e  d e j 6  i n c u b a r  e s t a  m e z c l a  1 6  h o r a s  
a  4%,  y l u e g o  s e  s e p a r b  e l  e s t e r o i d e  no u n i d o  a 1  a n t i s u e r o  me-  
d i a n t e  e l  a g r e g a d o  d e  200 p l  d e  s o l u c i b n  d e  c a r b d n  a c t i v a d o /  
1. 25% g e l a c i n a  en  b u f f e r .  Se  e s p e r b  d i e z  m i n u t o s ,  s e  c e n t r i -  
I f ug6  d i e z  m i n u t o s  a  2000 r p m  r e c u p e r f i n d o s e  e l  s o b r e n a d a n t e  
( f r a c c i b n  u n i d a ) .  D i c h o  e o b r e n a d a n t e  e e  r e c o g i b  e n  v i a l e s  c o n -  
t e n i e n d o  1 0  m l  d e  ~ o l u c i b n  d e  $ o l u s n o  ~ i h t e l [ a n t e .  S e  t a p a r o n  
b i e n  10s  t u b o s  y s e  c a l e n t a r o n  30 m i n u t o s  a  8 0 k ,  a g i t P n d o e e  
l u e g o  con  un V o r t e x  45  s e g u n d o s  c a d a  uno .  
De e s t a  m a n e r a  s e  o b t i e n e  una m a x i m a  e f i c i e n c i a  p a r a  e l  
c o n t e o ,  ya  q u e  l a  f r a c c i b n  u n i d a  ( a c u o s a )  e s  muy p o c o  m i s c i -  
b l e  e n  e l  'toluene. 
1) Se r e s t 6  e l  t f i n e s p e c l f i c o "  a  c a d a  pun to .  
2 )  S e  h i c i e r o n  10s  p r o m e d i o s  d e  10s  c u a d r u p l i c a d o s .  
c p m  0  x  1 0 0  
3 )  Se s a c b  e l  p o r c e n t a j e  d e  un ibn  d e l  p u n t o  T f O v =  
c p m  " O t l  
4 )  Se  c a l c u l a r a n  10s  d e m g s  p u n t o s ,  t a n t o  d e  l a  c u r v a  d e  c a l i -  
b r a c i b n  c o m o  d e  l a s  m u e s t r a s  i n c b g n i t a s :  
c p m  x  1 0 0  
% un ibn  = 
cpmltOV 
5) Se c o n s t r u y e r o n  l a s  c u r v a s  y  s e  l e y e r o n  10s  p g  d e  l a $  m u e s -  
t r a s .  
E l e c t r o f o r e s i s  a n a l l t i c a  d e  p r o t e f n a s  e s p e c l f i c a s  d e  e p i d f d i m o  
( P E E )  ( 1 1 0 )  
A )  P r e p a r a c i b n  d e l  c i t o s o l  
E l  s o b r e n a d a n t e  d e  l a  c e n t r i f u g a c i b n  a  105.OOOxg s e  u t i l i z b  
p a r a  e l  a n t i l i s i s  d e  l a s  p r o t e l n a s ' d e  l a  f r a c c i 6 n  s o l u b l e  d e  l a s  
c e l u l a s  e p i d i d i m a r i a s .  
. 7.. . 
6e  s a c a r o n  a l f c u o t a l r  d e  10s c!toeolee y se  d e t e r m i n a r o n  
* 
p r o t e f n a s  t o t a l e s  p o r  e l  m e t o d o  d e  L o w r y  y o o l .  ( 101 ) .  
B )  F r a c c i o n a m i e n t o  p r o t e i c o  e n  g e l e s  d e  p o l i a c r i l a m i d a  l a m i -  
n a r e s .  
b I 
La t e c n i c a  s e  ba s ' 6  e n  l a s  d e  O r n s t e i n  ( I l l ) ,  y D a v i e s  (1121, 
p r e p a r i i n d o s e  g e l e s  p l a n o e  d e  3 m m  d e  e s p e e o r ,  lOOmm d e  
l a r g o  y  89mm d e  a n c h o ,  q u e  p e r m i t i e r o n  a a a l i z a r  h a e t a  8 
m u e s t r a s  e n  un m i s m o  g e l ,  g a r an t i zC lndose  a s s  m a y o r  r e p r o d u -  1 . C 
c i b i l i d a d .  Se  u t i l i z b  un p e i n e  a c r f l i c o  p a r a  f o r m a r  10s d e p b s i -  ,, 
t o e  d e  l a s  m u e s t r a s .  ;. !,7 W l !  E l  b u f f e r  d e  c o r r i d a  f u e  T r i s  5mM g l i c i n a  42mM,  10s  g e l e s  . 
-1- 5 
s e  c o r r i e r o n  a  v o l t a j e  m n s t a n t e  (450 v o l t i o s )  p o r  2 3  m i n u t o s .  f -. 
: I 
Se t i f i e ron  p o s t e r i o r m e n t e  c o n  una  m e z c l a  c o m p u e s t a  p o r  e - -  I - 5 L 
1 -5 
8 .  
I .  
C o o m a e s i e  B l u e ,  a 1  2% ( d i l u y e n t e :  2 0 0 m l  MeOH, 5 0  m l  AcOH,  [.: ' I ;. - 
750  m l  H 2 0 )  d u r a n t e  1 8  h o r a s .  
Se d e s t i f i e r o n  con  s u c e s i v o s  c a m b i o s  d e  d e c o l o r a n t e  (AcOH ic 
5 0 m i  MeOH 200ml  H 2 0  1 0 0 0 )  e v i d e n c i 8 n d o s e  e n t o n c e s  l a s  d i s -  
E: : :q 
! '9 
L - .  
t i n t a s  b a n d a s .  
Composici6n de 10s geles de poliacrilamida 
a b  
T =- . 1 0 0  a =  m a s a  d e  a c r i l a m i d a  (g) 
m 
b=  m a s a  d e  b i s a c r i l a m i d a  (g) 
m= v o l u m e n  t o t a l  
B u f f e r  T r i s  (HCl )  5. 9 6 g  
HCl  1 N  4 8 m l  
H20 c s p  100m1 ,  pH= 6 . 7  
Reactivos Gel Separador 
T= 7% C=3% 
Oel espaciador 
T=3% C=20% 
Gel a1 3% 
T=3% C=3% 
Acrilamida 15% 
Bisacrilamida 1% 
Persulfato 7.4% 
Terned 
Sacarosa 40% 
Riboflavina 4%mg 
Buffer dil 1:10 
H20 csp 
P r o c e s a m i e n t o  d e  10s  d a t o e :  
L o s  d a t o s  o b t e n i d o s  p o r  d u p l i c a d o ,  t r i p l i c a d o  .o c u a d r u p l i -  
c a d o ,  aegfln 10s c a s o s  t i e n e n  c a l c u l a d o  e l  e r r o r  s t a n d a r d  ( S E )  
- 
Cuando  f u e  n e c e s a r i o  s e  u t i l i z b  e l  t e s t  d e  S t u d e n t  p a r a  d e -  
t e r m i n a r  d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  e n  b a s e  a  p  L 0 .  0 5 .  
L o s  c & l c u l o s  d e  a c t i v i d a d  e n z i m & t i c a ,  d c i d o  e i & l i c o ,  g l i c e -  
r i l f o s f o r i l c o l i n a ,  e t c . ,  f u e r o n  h e c h o s  e n  b a s e  a  p r o g r a m a e  en  
m i n i - c o m p u t a d o r a  H P  2 5 .  
1Q P a r t e  
------- 
P l a n  
A n d r b a e n o - d e p e n d e n c i a  d e  l a  5- - r e d u c t a m  
e ~ i d i d i m a r i a  d e  l a  r a t a  a d u l t a .  
I) a .  L o c a l i z a c i 6 n  d e  l a  a c t i v i d a d  d e  5 - o t - r e d u c t a s a  e n  
e l  e p i d f d i m o  d e  r a t a  a d u l t a .  
b.  D e t e r m i n a c i b n  d e  l a  p u r e z a  d e  l a 8  f r a c c i o n e e  s u b c e -  
l u l a r e s  o b t e n i d a s  p o r  c e n t r i f u g a c i 6 n  d i f e r e n c i a l .  
11) E f e c t o  d e  10s  a n d r b g e n o s  e o b r e  e l  t r o f i e m o  d e  s u s  
b r g a n o s  e f e c t o r e s .  
111) E f e c t o  d e  l a  c a e t r a c i S n  s o b r e  l a  a c t i v i d a d  i n  v i t r o  d e  
l a  5 d  - r e d u c t a s s t  e p i d i d i m a r i a  d e  r a t a  a d u l t a .  
I V )  E f e c t o  d e l  t r a t a m i e n t o  con  p r o p i o n a t o  d e  t e s t o s t e r o n a  
(TP) s o b r e  l a  a c t i v i d a d  i n  v i t r o  d e  l a  5 6  r e d u c t a s a  
e p i d i d i m a r i a  d e  a n i m a l e s  c a  s t r a d o s .  
RESU LTADOS 
I )  L o c a l i z a c i b n  d e  l a  a c t i v i d a d  d e  l a  5 R - r e d u c t a e a  e p i d i d i -  
m a r i a  d e  r a t a  a d u i t a .  D e t e r m i n a c i 6 n  d e  l a  p u r e z a  d e  l a 8  
f r a c c i o n e s  s u b c e l u l a r e r a  o b t e n i d a s  p o r  c e n t r i f u g a c i a n  d i f e r e n -  
c i a l .  
En 10s  e x p e r i m e n t o s  i n i c i a l e e  s e  e s t u d x b  l a  d i a t r i b u c i b n  
s u b c e l u l a r  d e  l a  a c t i v i d a d  d e  l a  e n e i m a  5 a  r e d u c t a e a  e n  e l  
e p i d l d i m o  d e  l a  r a t a .  En  l a  . F i g u r a  l a  e e  h a n  g r a f i c a d o  10s  
r e s u l t a d o s  d e  e s t o s  e x p e r i m e n t 0 8  u t i l i z a n d o  e l  g r a f i c o  d e  
Van d e r  V u s s e  ( 1 0 5 )  e n  e l  que  e n  l a  o r d e n a d a  se  r e p r e e e n -  
t a  e l  v a l o r  d e  l a  r e l a c i b n  % d e  l a  a c t i v i d a d  5 a r e d u c t a s a  
t o t a l / %  d e  l a  p r o t e l n a  t o t a l  q u e  c o r r e s p o n d e  a  c a d a  f r a c c i 6 n  
- 
y en l a  a b c i s a  se r e p r e s e n t a  e l  v a l o r  a c u m u l a t i v o  d e  p r o t e -  
l n a  d e  c a d a  f r a c c i b n .  En e s t e  t i p o  d e  g r & f i c o ,  l a  a l t u r a  d e  
l a  b a r r a  i n d i c a  l a  a c t i v i d a d  e s p e c l f i c a  d e  l a  f r a c c i b n  m i e n -  
t r a s  q u e  e l  B r e a  d e  l a  m i e m a  r e p r e e e n t a  l a  a c t i v i d a d  t o t a l .  
La f i g u r a  I a  i n d i c a  q u e  l a  m a y o r  a c t i v i d a d  i n  v i t r o  d e  
l a  5 r e d u c t a s a  s e  e n c u e n t r a  e n  l a s  p r e p a r a c i o n e s  m i c r o -  
s o m a l e s  y n u c l e a r e s ,  c o n  una a c t i v i d a d  e s p e c s f i c a  r e l a t i v a  
d e  4 3 %  y 4 2 %  r e s p e c t i v a m e n t e ,  l o  q u e  c o n f i r m a  r e s u l t a d o s  
a n t e r i o r e s  o b t e n i d o s  en  e s t e '  l a b o r a t o r i o  (113) .  a s l  c o m o  10s  
d e  V r e e b u r g  y S c h o l t e  (114.). 
L a s  f i g u r a s  I b , c , d  i l u a t r a n  , u t i l i e a n d o  e l  m i s m o  t i p 0  
* . I  
-- J . L I . .  - 
FIGURA I : D e t e r m i n a c i 6 n  de l a  p u r e z a  de l a s  f r a c c i o n e s  
s u b c e l u l a r e s  o b t e n i d a s  p o r  c e n t r i f u g a c i b n .  L o c a l i z a c i 6 n  
de l a  a c t i v i d a d  de l a  5 a - r e d u c t a s a  e p i d i d i m a r i a  de r a t a  
a d u l  t a .  
A) A c t i v i d a d  de 5 a  - r e d u c t a s a  
B )  C o n t e n i d o  en ADN 
C) A c t i v i d a d  de s u c c f n i c o  d e s h i d r o g e n a s a  
D) A c t i v i d a d  de NADPH-ci t  c  r e d u c t a s a  
Los  r e s u l t a d o s  e s t d n  e x p r e s a d o s  en  P de l a  a c t i v ' i d a d  t o t a l  
( e n  pmoles o  dens idades  6 p t i c a s  segGn cada caso ) ,  p o r  % de 
p r o t e f n a  de cada f r a c c i 6 n ,  en f u n c i 6 n  d e l  % de  p r o t e f n a :  
( A % / p z  v e r s u s  %P)  
F I G U R A  I 
d e  g r i f i c o ,  l a  d i s t r i b u c i b n  r e l a t i v a  d e  10s  t r a z a d o r e s  n u c l e -  
a r e s  ( c o n t e n i d o  e n  ADN), m i t o c o n d r i a l e s  ( a c t i v i d a d  d e  s u c -  
c l n i c o  d e s h i d r o g e n a s a ) ,  y m i c r o s o m a l e s  ( a c t i v i d a d  d e  l a  
N A D P H - c i t o c r o m o - c  r e d u c t a s a ) .  
La a c t i v i d a d  d e b  5 .a  r e d u c t a s a  e x h i b i d a  p o r  l a  f r a c c i b n  
m i t o c o n d r i a l  (11% d e l  t o t a l )  y c i t o s o l u b l e  (4%) ,  p u e d e  a d j u -  
d i c a r s e ,  c o m o  lo  m u e s t r a n  l a s  f i g u r a s  b ,  c ,  d a h c o n t a m i n a -  
c ibn  p o r  o t r o s  c o m p o n e n t e s  s u b c e l u l a r e s  ( m i c r o s o m a s  y mem-  
b r a n a s  n u e l e a r e s ) .  
En c a m b i o ,  si b i e n  la  f r a c c i b n  n u c l e a r  c r u d a  e x h i b e  c i e r -  
11) E f e c t o  de l o s  a n d r 6 g e n o s  s o b r e  e l  t r o f i s m o  de suth .ganos  
ta  a c t i v i d a d  d e  m a r c a d o r  m i c r o s o m a l ,  s e  v e r i f i c a  a c t i v i d a d  
d e  5  a r e d u c t a s a  i n t r f n s e c a  e n  d i c h a  f . r a c c i b n ,  l o  c u a l  e a t $  
d e  a c u e r d o  con  t r a b a j o s  d e  o t r o s  a u t o r e s  (115).  De t o d a s  ma-  
n e r a s ,  c o n v i e n e  t e n e r  e n  c u e n t a  l a  p r o b a b l e  i n t e r v e n c i b n  d e  
p a r t l c u l a s  d e l  r e t f c u l o  e n d o p l a s m i t i c o  e n  10s  p e l l e t s  d e  800g  
p a r a  l a  5  a r e d u c c i b n  d e  . l a  T ,  coma .  710- s u g i r i b  Y o s h i z a k i ,  
e f e c t o r e s .  
P a r a  c o r r o b o r a r  l a  e f e c t i v i d a d  d e  10s t r a t a m i e n t o s  h o r m o -  
n a l e s  a  10s  q u e  s e  s o m e t i e r o n  1 0 s  d i s t i n t o s  l o t e s ,  s e  r e g i s -  
t r a r o n  l a s  v a r i a c i o n e s  de  p e s o  d e  d i v e r s o s  6 r g a n o s  e f e c t o r e s  
d e  a n d r b g e n o s :  e p i d f d i m o ,  p r b s t a t a  y v e s f c u l a s .  s e m i n a l e s  
- 
, , e n  e l  c a e o  d e l  e p i d f d i m o ,  t a m b i b n  e l  c o n t e n i d o '  p r o t e i o o  
t o t a l  y e e p e c f f i c o .  
L o s  r e e u l t a d o e  se mwatran  e n  la  T a b l a  1.  La o a e t r a o t b n  
-I----- 
p o r  3 0  d f a s  r e d u c e  en  un 7 6 %  e l  p e s o  d e l  e p i d f d i m o  y v e a l -  
c u l a s  s e m i n a l e s  y e n  un 8 2 %  etl d e  l a  p r e s t a t a .  E l  t r a t a m i e n -  
t o  con a n d r 6 g e n o s  p o r  8610 2  d f a s  p r o d u c e  a u m e n t o s  s i g n i f i -  
c a t i v o s  e n  e s t e  p a r g m e t r o ,  que  s e  h a c e  m 8 s  m a r c a d o  c o n  
t r a t a m i e n t o s  m 9 s  p r o l o n g a d o s .  
De e s t o s  d a t o s  s e  d e d u c e  que  10s  t r a t a m i e n t o e  f u e r o n  a l -  
t a m e n t e  e f e c t i v o a  e n  l a e  d o s i s  y t i e m p o s  u t i l i z a d o e .  C a b e  e e -  
f i a l a r  q u e  e l  p e s o  d e l  e p i d f d i m o  d e  l o e  a n i m a t e s  i n t a c t o e  i n -  
c l u y e  un 4 0 %  d e l  p e s o  h a m e d o  e n  e s p e r m a t o z o i d e e .  
Adn a s f ,  l a  d i f e r e n c i a  r e a l  e n t r e  n o r m a l e e  y c a e t r a d o s  e e :  
4 4 4  - 1 8 4 s  2 6 0  m g ,  q u e  s i g u e  e i e n d o  s i g n i f i c a t i v a .  
111) E f e c t o  d e  l a  c a s t r a c i 6 n  e o b r e  l a  a c t i v i d a d  d e  l a  5 u  - 
r e d u c t a s a  e p i d i d i m a r i a  d e  rats adults. 
La c a s t r a c i 6 n  p r o d u j o  una d i s m i n u c i 6 n  p r o g r e s i v a  d e  l a  
a c t i v i d a d  i n  v i t r o  d e  l a  5 a  - r e d u c t a s a  m i c r o e o m a l  ( F i g u r a  
I I a )  y n u c l e a r  ( F i g u r a  I I b ) .  
La a c t i v i d a d  e n z i m l t i c a  a l c a n z 6  s u  n i v e l  m l n i m o  1 4  d l -  
a s  l u e g o  d e  l a  c a s t r a c i 6 n ,  donde  s 6 l o  s e  d e t e c t 6  e l  13% y 
1 4 %  d e  l a  a c t i v i d a d  d e l  c o n t r o l  p a r a  l a s  f r a c c i o n e s  m i c r o -  
s o m a l e s  y n u c l e a r e s  r e s p e c t i v a m e n t e .  
TABLA 1 E f e c t o  d e  10s andrdgenos  s o b r e  e l  t r o f i s m o  de 
1 0 s  drganos  e f e c t o r e s .  
TABLA 1 
PESO HUMEDO D E  LO6 ORGAN- / PROTEIh AS TOTA LES EPIDlDIMARI Prba tata V. seminal Hpidfdimoa g p/6rgano mg10-2/ protefaas mg tej. nuclearea, @g) 
- LTA INTACTA 
(90 dfaa) 
RATA CASTRADA 
(30 d h s )  
CASTRADA 
30 dlas + 
2 dfas T 
CASTRADA 
30 dfas + 
4 dlae T 
CA.GTRADA 
30 d t s  + 
8 dfae T 
CASTRADA 
30 d k a  + 
12 dfas T 
a+ promedio ES 
*= p 0.01 respecto de lote ratas intactas 
**= p 0 . 0 s  respecto de lote castradas 30 dfae 
F I G U R A  I 1  Efecto  de l a  ca s t rac i6n  sobre l a  ac t i v idad  
de l a  5d -reductasa epididimaria  de l a  rata  adul ta :  
A) Fracci6n Microsomal 
B )  Fracci6n Nuclear 
8 11 d h s  
Los r e su l t ad o s  s e  expresan como porcentaje  de a c t i v i d a d  
(pmoles 5 d-reducidos/mg prote fna .  hora) del  control  i n t a c t 0  (0) 
en funcidn del tiempo (en d f a s )  a  p a r t i r  de l a  c a s t r a c i 6 n .  
Ee d e  h a c e r  n o t r r  que pertoboa m 4 e  l a r g o e  d e  c a e t r a c i b n  
(30 d f a s )  n o  t r a e n  e p a r e j a d o r  d e a c e n r o e  p r o p o r c i o n a l e s  en l a  
a c t i v i d a d  d e  5sc - r e d u o t a r a ,  l m i e n t r a e  que t a n  8610 d o e  d i r e  
d e  c a e t r a c i b n  b a e t r n  p a r a  d i r m i n u i r  s e n s i b l e m e n t e  eu a c t i v i -  
d a d .  (P ( 0 .  0 0 5 )  
La T a b l a  2 m u e s t r a  e l  e f e c t o  d e  l a  c a s t r a c i b n  s ' ob re  e l  pe -  
80 d e l  e p i d f d i m o ,  e l  c o n t e n i d o  p r o t e i c o  t o t a l  d e  l a s  f r a c c i o n e a  
n u c l e a r e s  y m i c r o s o m a l e s ,  y l a  a c t i v i d a d  e n z i m a t i c a ,  e x p r e -  
s a d a  c o m o  n a n o m o l e s  d e  p r o d u c t o s  5 0~ r e d u c i d o a / 6 r g a n o ,  ho- 
T 8 .  a 
Cabe  d e s t a c a r  q u e  m i e n t r a s  e l  d e c r e c i m i e n t o  en  l a  a c t i v i -  
d a d  e a p e c f f i c a  ( F i g u r a  11) f u e  un p r o c e a o  g r a d u a l  (14%. 3 8 . 5 % .  
6 2 . 5 %  y 8 3 %  p a r a  l a  p r e p a r a c i 6 n  n u c l e a r  l u e g o  d e  2 , 4 , 8  Y 14 
d f a a  d e  c a s t r a c i 6 n  r e a p e c t i v a m e n t e ) ,  l a  c a f d a  d e  l a  a c t i v i d a d  
t o t a l  (Tab la  2 )  f u e  mucho  m a s  a b r u p t a  (66%,  83%. 94% Y 98% 
p a r a  e l  c i t a d o  l o t e ) ,  y q u e  a d e m a s  e x c e d i 6  e n  c a d a  c a s o  l a  
c o r r e e p o n d i e n t e  c a l d a  e n  p e s o  d e l  b r g a n o ,  o  l a  d e l  c o q t e n i d o  
rn . +, \ r  
%: pr-&eico t o t a l  d e  l a  f r a c c i 6 n  c o n ~ i d e r a d a .  
IV)  E f e c t o  d e l  t r a t a m i e n t o  con p r o p i o n n t o  d e  t e s t o s t e r o n a  
s o b r e  l a  a c t i v i d a d  d e  l a  So( - r e d u c t a s a  e p i d i d i m a r i a  
d e  a n i m a l e s  c a s t r a d o s .  
TABLA 2 
NUCLEOG MICROSOMAS 
Tiempo luego de Peso de 10s ProteSnas Actividad total Protefnas Actividad total 
la caetraci6n -8) Epidfdimos (mg) (ug) (nmoles/6rgano. @g) (nmoles/brgano. hora) 
hora) IDS @=5) 
0 370 291 116.4 12.1 375 103.9 9.5 
Efecto de la castracibn sobre e l  peso hClmedo del epidfdimo y contenido proteico de Las 
fracciones nucleares y microsomales. Actividad total $or brgano) de la 5 reductasa. 
LOTE 
T R A T A M I E N T O S  
T i e m p o  d e  c a s t r a c i b n  
Tratamiento con - I 
A n d r b g e n o  
( d f a s )  (dfa  s )  
C a s t r a d o  
M a n t e n i m i e n t o  
R e i n d u c c i 6 n  5d  
La f u e r t e  c a l d a  d e  l a  a c t i v i d a d  e n z i r n 8 t i c a  i n  v i t r o  c a u -  
s a d a  p o r  l a  c a s t r a c i b n  (82%.  F i g u r a  111). f u e  a n u l a d a  m e d i a n -  
t @  a d m i n i s t r a c i b n  i n m e d i a t a  y c o n t i n u a d a  d e  t e s t o s t e r o n a  a  
10s a n i m a l e s  o r q u i d e c t o m i z a d o e  ( l o t e  l ' M a n t e n i m i e n t o " ) .  
S in  e m b a r g o ,  e l  t r a t a m i e n t o  p o r  5 d f a s  c o n  a n d r b g e n o ,  
i n i c i a d o  a  10s 3 0  d l a s  l u e g o  d e  l a  c a e t r a c i 6 n  ( l o t e  Rein- 
d u c c i b n  5  d l a s ) ,  n o  l o g r b  r e v e r t i r  l a  c a l d a  d e  l a  a c t i v i d a d  
e n z i m h t i c a  e n  g r a d o  significative. En c a m b i o ,  a 1  e x t e n d e r s 0  
l a  t e r a p i a  h a s t a  2 0  d l a s  ( l o t e  R e i n d u c c i b n  2 0  d l a s ) ,  d i c h a a c -  
t i v i d a d  v o l v i b  a  10s n i v e l e s  d e t e c t a d o s  e n  e l  l o t e  M a n t e m i -  
m i e n t o .  
Una v e z  e s t a b l e c i d o  que  l a  t e s t o s t e r o n a  p o d l a  s e r  e f e c t i -  
va  p a r a  r e i n d u c i r  l a  a c t i v i d a d  d e  l a  5 4 r e d u c t a s a  d i s m i n u i -  
da  p o r  la  o r q u i d e c t o m f a ,  se d i s e f i a r o n  e x p e r i m e n t o e  p a r a  e s -  
t u d i a r  l a  c i n e t i c a  d e  d i c h a  r e i n d u c c i 6 n .  
P a r a  e l l o ,  s e  i n y e c t a r o n  d i a r i a r n e n t e  2 0 0 u g  d e  p r o p i o n a -  
I FIGURA I 1 1  E f e c t o  d e l  t r a t a m i e n t o  con t e s t o s t e r o n a  s o b r e  
- :$, l a  a c t i v i d a d  i n  v i t r o  d e  l a  5a w r e d u c t a s a  e p i d i d i m a r i a  d e  
- 
a n i m a l e s  c a s t r a d o s .  A ) F r a c c i b n  M i c r o s o m a l , B ) F r a c c i 6 n  N u c l e a r  
Los r e s u l t a d o s  e s t i i n  e x p r e s a d o s  segtin d e s c r i p t o  en  F i g  1 1 .  
t o  d e  t e s t o s t e r o n a  ( T P )  d i e u e l t o  en  a c e i t e  v e g e t a l  p o r  vSa 
' ryTq 
subcu t f inea ,  a  r a t a s  c a s t r a  a s  0 d f a s  a n t e s t p o r  t i e m p o s  v a -  
r i a b l e s :  2 , 4 , 8  y  1 2  d f a s .  
L o s  e n e a y o s  e n z i m a t i c o a  s e  l l e v a r o n  a  c a b o  e n t r e  '24 y 
36 h o r a s  l u e g o  de  l a  Clltfma i n y e c c i b n ,  con e l  o b j e t o  d e  p e r -  
m i t i r  l a  e l i m i n a c i b n  d e l  e e t e r o i d e  i n y e c t a d o  d e  10s  t e j i d o s  
a e s t u d i a r .  
La, f i g u r a  I V  i l u s t r a  e l  e f e c t o  d e  e s t a  t e r a p i a  d e  r e e m -  
. . 
p l a z o  con T P  s o b r e  l a  a c t i v i d a d  d e  l a  5 a - r e d u c t a s a .  La  en -  
z i m a  n u c l e a r  ( A )  m u e s t r a  un d e o r e c i m i e n t o  d e l  6 3 %  l u e g o  'ds 
l a  c a s t r a c i b n ,  que  s e  v a  r e v i r t i e n d o  c o n f o r m e  s e  a l a r g a  el 
t i e m p o  d e  t r a t a m i e n t o ,  h a s t a  a l c a n c a r  an 8 3 %  d e  . e u  valor  
contr .01 a. 10s 1'2 d'lae dk t e r r p i r .  
La e a c i m a  m i c r o s o m a l  ( F i g u r a  I V  B )  p a r e e e  r e a e o i o n a r  
m a s  r a p i d a m e n t e ,  ya  que a610 2 d f a s  d e  t r a t a m i e a t o  duplia'aa 
s u  a c t i v i d a d ,  q u e  l l e g a  a  v a l o r e s  c o n t r o l  l u e g o  de 8 dram d e  
- " - -- "'!' -:.p 
s u m i n i s t r o  d e  h o r m o n a .  - I 
. - 1 4  
- ' $..*a 
Cuando s e  ana1i.a. 10s  afectoa d s  l a  t e r a p i a  eon  -andrU- . 
g e n o s  en t e r m i n o s  d e  a c t i v i d a d  t o t a l  d e  ' l a  f r a c s f d n  n u c l e a r ,  
s e  e n c u e n t r a  que  l a  c a s t r a c i b n  r e d u j o  au v a l o r  a  s b l o  3 .5% 
d e l  c o n t r o l ,  y q u e  si b i e n  e l  t r a t a m i e n t o  a n d r o g e n i c 0  p r o d u c e  
una  r e c u p e r a c i b n  v i s i b l e  d e  e s t e  p a r a m e t r o ,  1 2  d f a s  d e  t r a t a -  
I 
m i e n t o  6610 l o g r a n  r e e t a b l e c e r  un 49% d e  l a  acki$ida,d a n t e r i o r ,  
F I G U R A  I V ,  Cingtica de la  reinduccidn de l a  act ividad in  
v i t r o  de l a  5 a -  reductasa en e l  epidfdimo de ratas  castradas:  
por tratamiento con tes tosterona.  A) Fracci6n Microsomal, 
B )  Fracci6n Nuclear. 
Los resultados se expresan coma descr ipto  en l a  Figura 11. 
D I S C U S I O N  
I la  r a t a  a d u l t a .  ) 
H e m o s  d e s t a c a d o  a n t e r i o r m e n t e  l a  f u n d a m e n t a l  i m p o r t a n c i a  
( d e  l a  50 - r e d u c c i b n  d e  T e n  10s  t e j i d o s  e f e c t o r e s  d e  a n d r b g e n o  
I c o m o  e l  e p i d f d i m o ,  ya.  que  s e  t r a n s f o r m a  a s s  una  p r e - h o r m o n a  
e n  e l  a n d r 6 g e n o  v e r d a d e r a m e n t e  a c t i v o  (DBT). 
E s t o  bg t o r n a d o  i m p r e s c i n d i b l e  c e P l i C t e r i t a r  l a s  p r o p i e d a -  
I d e s  d e  la  e n e i m a  q u e  c a t a l i e a  d i c h a  m e t a b o l i t a c i 6 n  ( 1 1 5 , 7 1 ,  
1 1 3 ) ,  e  i n t e n t a r  d i l u c i d a r  s u s  p o s i b l e s  m e o a n i s m o s  de  c o n t r o l .  
L o s  e n s a y o s  p a r a  a i s l a r  y s o l u b i l i e a r  l a  5 a  - r e d u c t a s a  h a n  
I s i d o  h a s t a  e l  p r e s e n t e  i n f r u c t u o s o s  (115 ) .  o b i e n  p o c o  c o n f i a -  
b l e s ,  c o m o  o c u r r e  p a r a  m u c h a s  e n c i m a s  l i g a d a s  a  m e m b r a n a  
(156 ,  1 5 7 ) .  
E s t o  d i f i c u l t a  o  i n c l u s o  i m p o s i b i l i t a  e n c a r a r  c i e r t o s  e s t u -  
d i o s  e n z i m l t i c o s  q u e  r e q u i e r a n  l a  c o n s t a n c i a  d e  d e t e r m i n a d o s  
I p a r i i m e t r o s  m i e n t r a s  s e  v a r l a  o t r o ,  a s l  c o m o  c u a . n t i f i c a c i o n e s  ' 
e x a c t a s  d e  l a  e n z i m a  e n  un t e j i d o  d a d o .  
P o r  c o n s i g u i e n t e ,  10s  e s t u d i o s  d e  l a  5 a - r e d u c t a s a  s e  r e s t r i n -  
g i e r o n  p o r  a h o r s  a  s l s t e m a s  in v i t r o  r e l a t i v a m e n t e  c r u d o s .  y. 
a  e s t u d i o s  i n  v i v o ,  q u e  ' s i  b i e n  t i e n e n  l a  v e n t a f a  d e  s e r  mi ls  
I 
I f i s i o l b g i c o s ,  l i m i t a n  p o r  o t r o  , l ado  e l  g r a d o  d e  r e f i n a m i e n t o  
o  e x a c t i t u d  d e  l a  i n f o r m a c i b n  a l c a n t a b l e ,  e s p e c i a l m e n t e  b a j o  
e l  p u n t o  d e  v i s t a  m o l e c u l a r .  
L o s  e x p e r i m e n t o s  - d e a c r i p t o s  e n  l a  p r i m e r a  p a r t e  de  e s t e  
t r a b a j o  t i e n d e n  a  i l u s t r a r  e l  e f e c t o  e s t i m u l a t o r i o  de l o a  a n d r b -  
g e n o s  s o b r e  l a  a c t i v i d a d  e n z i m l t i c a  m e d i d a  "in v i t r o " .  
A g r a n d e s  r a s g o s ,  s e  h a  v i s t o  q u e  l a  5 a - r e d u c t a s a  e p i d i -  
d i m a r i a  d i s m i n u y e  p a u l a t i n a m e n t e  s u  a c t i v i d a d  d e s p u h s  d e  l a  
c a s t r a c i b n ,  y  e s t a  c a f d a  e s  p r e v e n i d a  s i  s e  m a n t i e n e  e l  a n i -  
m a l  c a s t r a d o  c o n  i n y e c c i o n e s  d i a r i a s  d e  a n d r b g e n o .  
L o s  e f e c t o s .  d e  l a  d e p r i v a c i 6 n  d e  a n d r b g e n o  s o n  i n c  l ueo  re-  
v e r t i b l e ~  p o r  una  a d e c u a d a  t e r a p i a  h o r m o n a l .  
E x i s t e n  n u m e r o s a s  e v i d e n c i a s  a c e r c a  d e  una  r e g u l a c i b n  f i -  
s i o l b g i c a  d e  l a  5h - r e d u c t a s a  d e  d i v e r s o s  t e j i d o s ,  m e d i a d a  p o r  
h o r m o n a s .  
La a c t i v i d a d  d e  l a  e n ~ i m a  p r o s t a t i c a  e s  r e d u c i d a  a p r e c i a b l e -  
m e n t e  p o r  l a  c a s t r a c i b n  ( 9 2 , 9 3 ) ,  s i e n d o  e s t e  e f e c t o  p r e v e n i d o  
p o r  la  a d m i n i s t r a c i b n  d e  and r thgenos  ( 9 4 , 1 5 8 ,  1 5 9 ) .  La e n z i m a  
r e n a l  no p a r e c e  a f e c t a d a  p o r  e s t o s  t r a t a m i e n t o s  (168). m i e n -  
t r a s  l a  h i p o f i s a r i a  a u m e n t a  eu  a c t i v i d a d  "in v i t r o w  l u e g o  d e  
E s t a  r e g u l a c i 6 n  n o  es t f i  t a m p o c o  l i m i t a d a  a  10s b r g a n o s  
b l a n c o  d e  a n d r d g e n o s ,  n i  b s t o s  s o n  10s  Q n i c o s  i n v o l u c r a d o s  
e n  l a  r e g u l a c i b n  d e  l a  5 a  - r e d u c c i b n .  
La e n z i m a  hep8  t i c a  , p o r  e j e m p l o ,  q u e  t e n d r f a  p r i n c i p a l m e n -  
t e  f u n c i o n e s  d e g r a d a t i v a s  a 1  d e r i v a r  c i e r t a  c a n t i d a d  d e  e s t e r o i -  
1 - d e s  h a c i a  f o r m a  s  b i o l 6 g i c a m e n t e  i n a c t i v a s ,  e s  i n f l u e n c i a d a  1 -: 
p o r  la h o s m o e a  t i r o i d e a  ( 9 8 ) , 1 o e  o o r t i c o s . t e r o i d e s  y 10s  e s t r b -  
g e n o s  (161 ) .  
En c u a n t o  a  la  r e d u c t a e a  e p i d i d i m a r i a ,  n u e s t r o s  r e s u l t a d o e  
c o n f i r m a n  l a  a n d r b g e n o - d e p e n d e n c i a  d e s c r i p t a  p o r  10s a u t o r e s  
c i t a d o s  en l a  i n t r o d u c c i b n  ( 9 5 , 9 6 , 9 7 ) ,  si b i e n  d i s c r e p a n  c o n  
d e t e r m i n a d o s  a s p e c t o s  d e  l a  m i s m a .  
D jOse l and  ( 9 5 )  e n c o n t r 6  p o r  e j e m p l o  un d e c r e c i - m i e n t o  d.el 
3 4 %  y  4 5 %  e n  l a  f o r m a c i b n  d e  m e t a b o l i t o s  5 a - r e d u c i d o s  e n  
e l  e p i d f d i m o  d e  r a t a s  c a s t r a d a e  p o r  1 y 1 4  d f a s  r e s p e c t i v a m e n -  
t e .  
N u e s t r o s  e n s a y o s  i n d i c a r o n  en  c a m b i o  una  c a f d a  d e l  1 7 %  y 
8 6 %  p a r a  t i e m p o s  d e  c a e t r a c i b n  s i m i l a r e s ,  e u t i r i e n d o  un  e f e c -  
t o  mfis g r a d u a l  d e  l a  a u s e n c i a  d e  a n d r b g e n o  e o b r e .  l a  a c t i v i d a d  
e n z i m l t i c a ,  a s f  c o m o  d e  c o n s e c u e n c i a s  m 8 e  d r a m a t i c a s  a  l a r -  
g o  p l a e o .  
En c a m b i o ,  s u s  r e s u l t a d o s  c o i n c i d e n  p r f i c t i s a m e n t e  c o n  10s 
n u e s t r o s  e n  l o  q u e  r e s p e c t a  a  l a  r e c u p e r a c i b n  d e  l a  a c t i v i d a d  
5 a  - r e d u c t o r a  d e  a n i m a l e e  c a s t r a d o e  t r a t a d o e  d i a r i a m e n t e  c o n  
1 5 0 u g  d e  p r o p i o n a t o  d e  t e s t o s t e r o n a  (95).  
A 1  r e s p e c t o ,  c a b e  s e f l a l a r  q u e  R o b a i r e  e t  a 1  (96 ) .  t r a t a r o n  
a  10s  a n i m a l e s  c a s t r a d o s  con  i m p l a n t e s  d e  t e s t o s t e r o n a  a  d o e  
dosis d u r a n t e  4 s e m a n a s  , y no  l o g r a r o n  m a n t e n e r  l a  a c t i v i d a d  
d e  l a  5  a - r e d u c t a s a  n u c l e a r  e p i d i d i m a r i a .  
E s t a  d i s c r e p a n c i a  c o n  n u e s t r o s  r e s u l t a d o s ,  a s f  c o m o  c o n  
10s  d e  D j o s e l a n d  ( 9 5 )  y M o o r e  y W i l s o n  ( 1 5 8 ) ,  p o d r f a n  qu iz f i e  
v e n t u a l e s  i m p l i c a n c i a s  e n  l a  m e t a b o l i e a c i b n  d e  e s t e r o i d e s  (167). 
e x p l i c a r s e  e n  b a s e  a  l a 8  d o s i r  u t i l i t a d a e  p o r  e e t o e  a u t o r e e ,  ma- 
y o r e s  q u e  l a s  u s a d a s  e n  e s t e  e r t u d i o ,  a e f  c o m o  a 1  t i p o  y d u r a -  
c f b a  d.1 t r a t a m l e n t o .  E s  s a b i d o  q u o  l a  u t f l i s a o i 6 n  d e  . i m p l a n t r e  
p r o p o r c i o n a  una  s e c r e c i b n  a r t i f i o i a l  c o n s t a n t e  d e  e e t e r o i d e ,  y 
n o  . p o r  p u l s o s  c o m o  l a s  p r o d u c e n  10s  t r a t a r n i e n t o s  p o r  i n y e c c i b n  
s u b c u t a n e a  
C a b e  p r e g u n t a r s e ,  s i  c a m b i o s  d e  e s t e  t i p o , <  r e s p e c t o  d e  l a  
p r o d u c c i b n  f i s i o l 6 g i c a  d e  T p o r  e l  t e s t l c u l o  (que  e v i d e n c i b  rit- 
m o s  c i r c a d i a n o s ) ,  no p r o v o c a n  r e a p u e e t a e  n o t a b l e m e n t e  d i s t i n -  
t a s  e n  10s  b r g a n o e  e f e c t o r e s ,  y t a m b i B n  c o n e e c u e n c i a e , a  n i v e l  
d e  10s  m e c a n i s m o s  d e  s e c r e c i b n  d e  g o n a d o t r o f i n a s ,  ' con  s u e  e- 
C i e r t a  e v i d e n c i a  o b t e n i d a  r e c i e n t e m e n t e  e n  n u e e t r o  l a b o r a  to -  
r i o  (C.  M. L u b i c z - N a w r o c k i ,  c o m u n i c a c i 6 n  p e r s o n a l )  i n d i c a  q u e  
l a  e s t i m u l a c i b n  a n d r o g h n i c a  d e  l a  S a c - r e d u c t a e a  r e q u i e r e  d o e i s  
r e l a t i v a m e n t e  b a j a s  d e  a n d r b g e n o s ,  2 5  a 5 0  u g  d e  T P /  lOOg de 
pego,  q u e  i n c l u s o  s o n  i n s u f i c i e n t e s  p a r a  r e p o n e r  e l  p e s o  d e l  b r -  . . 
g a n o ,  y q u e  e l  u s o  d e  d o s i e  m a y o r e e  p r o v o c a  una  d i s m i n u c i b n  
d e  10s  e f e c t o s  
En n u e s t r o s  e s t u d i o s ,  s i n  e m b a r g o ,  no  f u e  p o s i b l e  d i e c r i m i -  
n a r  a m b o s  e f e c t o s ,  ya q u e  l a  d o s i s  d e  T P  u t i l i z a d a  a l c a n t b  p a -  
, 
r a  r e c u p e r a r  a m b o s  p a r t i r n e t ~ o s  a  1 0 s  d o s  d f a s  d e  t r a t a m i e n t o  
p a r a  r a t a s  c a s t r a d a s  30  d l a s  a n t e s  ( T a b l a  1, F i g u r a  I V ) .  
S e r l a  p o r  c o n s i g u i e n t e  d e  i n t e r e s ,  e s t a b l e c e r  una  c u r v a  dots is -  
r e s p u e s t a ,  t a n t o  p a r a  l a  r e c u p e r a c i b n  d e  l a  5 O C - r e d u c t a ~ a  c o m o  
d e l  t r o f i s m o  d e l  b r g a n o .  
En l o  q u e  e e  r e f i e r e .  a 1  m e c a n i r m o  p o r  e l  c u a l  a c t u a r f a  l a '  
t e e t o e t e r o n a  p a r a  e j e r e e r  e r t e  c o n t r o l  p o e i t i v o  r o b r e  la  a o t i -  
v i d a d  d e  l a  Sa - r e d u c t a r a ,  - e e  r u g i e r e n  l a e  e i g u i e n t e s  p o s i b i -  
l i d a d e s :  
a )  Q u e  l a  T  ac t f i e  c o m o  e f e c t o r  ( m o d u l a d o r  p o e i t i v o )  d e  l a  e n c i -  I 
m a .  
b )  Q u e  l a  T  e s t i m u l e .  l a  s f n t e s i e  d e  un e f e c t o r .  
c )  Q u e  l a  T  i n d u s c a  l a  s l n t e s i e  "de novo tv  d e  l a  e n s i m a .  
d )  Q u e  la  T m o d i f i q u e  l a  v i d a '  d e  l a  e n e i m a  o  l a  d e  e u  e f e c t o r  
p o s i t i v o ,  a c t u a a d o  a  n i v e l  d e  10s  m e c a n i e m o e  d e  d e g r a d a c i b n  
e )  Q u e  l a  T g a r a n t i c e  d e t e r m i n a d a e  c o n d i c i o n e e  d e  l a 6  m e m b r a -  
C 
w 
n a s  a  l a s  c u a l e s  s e  h a l l a a e o c i a d a  l a  e n s i m a ,  i n c i d i e n d o  a e I  
4 s o b r e  ISUS p r o p i e d a d e s  c a t a l f t i c a r  o  e l  a c c e e o  d e l  e u e t r a t o .  yi 
J 6 e  ~ u e d e  d e s c a r t a r  l a  p o s i b i l i d a d  a )  y a  q u e  n o  f u e  p o s i b l e  re-  
- 
v e r t i r  l a  a c t i v i d a d  d e  l a  e l l t i m a  e n  e l  e p i d l d i m o  d e l  a n i m a l  1 
c a s t r a d o  m e d i a n t e  l a  p r e - i n c u b a c i b n  c o n  T " in  v i t r o w ,  i n o l u -  
s o  a  c o n c e n t r a c i o a e e  s u p r a - f i e i o l b g i c a e  (163) .  
T a m p o c o  p a r e c e  e x t e t i r  ningiln f a c t o r ,  a 1  m e n o e  e n  e l  
c i t o s o l  e p i d i d i m a l ,  q u e  e e t i m u l e  a  l a  5 d .  - r e d u c t a e a  m i c r o -  
s 0 m a . 1 , ~  y a  q u e  l a  i n c o r p o r a c i b n  d e  a l f c u o t a e  d e  c i t o s o l  n o r -  
m a l  o  d e  a n i m a l  c a e t r a d o  y t r a t a d o  c o n  a n d r b g e n o  a 1  e n s a -  
y o  e n z i m a t i c o ,  no  r e v i e r t e  l a  d i e m i n u c i b n  d e  a o t i v i d a d  ob-  
s e r v a d a  i n  v i t r o  e n  e l  a n i m a l  c a e t r a d o  (164) .  
I Quedan  p o r  l o  t a n t o  l a e  p o e i b i l i d a d e e  c ) , d ) ,  y e ) .  L a s  
d o s  p r i m e r a e  r e q u i e r e n  t 6 c n i c a a  d s  a i e l a m i e n t o  y c u a n t i f i -  
c a c i b n  d e  l a  e n z i m a  q u e ,  c o m o  h e m o e  v i e t o  a n t e e ,  no  e a -  
t8n  t o d a v l a  a n u e e t r o  a l c a a u a ,  
E l  pun to  e )  n o  e e  o o n t r a p o n e  en  r e a l i d a d  c o n  10s  d e m a m ,  y 
e s  i n t e r e s a n t e  d e s t a c a r  q u e  C h a r r e a u  y H a l m o r a l  ( 1 6 6 )  d e m o e -  
t r a r o n  q u e  t r a t a m i e n t o s  i n  v i t r o  d e  la .  f r a c c i o n e s  e u b c e l u l a r e e ,  
c o n t e n i e n d o  a c t i v i d a d  S p a  - r e d u c t o r a l  c o n  f o s f o l i p a s a s  A y C.  i n -  
h i b l a n  e s t a  a c t i v i d a d .  L o e  a u t o r e e  a t r i b u y e n  e s t e  e f e c t o  a  * l a  
h i d r 6 l i s i s  d e  10s  f o s f o l l p i d o s  c o n e t i t u y e n t e s  d e  l a  m e m b r a n a ,  
a  l a  c u a l  t a m b i 6 n  se e n c u e n t r a  l i g a d a  l a  e n z i m a .  E e t a ,  a 1  a l -  
t e r a r s e  l a  m e m b r a n a ,  s e  i n e s t a b i l i z a r l a  d e  a l g u n a  f o r m a ,  d i s -  
m i n u y e n d o  s u  c a p a c i d a d  m e t a b o l i e a d o r a  d e  T .  
E s t a  e v e n t u a l  i n c i d e n c i a  d e  l o e  f o e f o l f p i d o e  s e t &  r e f o r t h d a  
p o r  e l  h e c h o  d e  q u e  e x i e t e n .  a l f e r a c i o n e e  d e  (5e tos  p o r  d e e b a -  
l a n c e  a n d r 6 g e n i c o  (166 ) ,  l o  q u e  e x p l i c a r l a ,  a 1  m e n o e  e n  p a r t e ,  , 
L a d i s m i n u l d a  6 a - r e d u c c i U n  e v i d e n c i a d a  i n  v i t r o  e n  108 a n i m a -  
l e a  c a e t r a d o e .  T a m b i e n  p o n d r f a  d e  m a n i f i e s t o  e l  r e q u e r i m i e n -  
t o  d e  e e t r u c t u r a  e  i n t ac t .  8, en  l o  q u e  conc i e rnea ' l l a a  m e m b r a n a r .  
p a r a  s u  a d e c u a d o  f u n c i o n a m i e n t o  (165) .  
R e s p e c t o  a  l a  a l t e r a c i b n  d e  o t r o s  f a c t o r e e  i n t r a c e l u l a r e r  
r e l a c i o n a d o e  c o n  l a  5 U  - r e d u c c i b n ,  p o d e m o s  m e n c i o n a r  l a  d e  
su c o f a c t o r .  
En e f e c t o ,  y  a 1  t g u a l  q u e  o t ro l s  p a s o e  m e t a b 6 l i c o e ,  e l  c a m i -  
no  d e  l a s  p e n t o s a s  (y p o r  l o  t a n t o  l o e  n i v e l e e  d e  NADPH) ha  
m o s t r a d o  e e r  a n d r b g e n o - d e p e n d i e n t e  en e l  e p i d f d i m o  (89 )  d i e -  
m i n u y e n d o  l u e g o  d e  l a  c a s t r a c i b n ,  p o r  e j e m p l o .  E s t o  p o d r f a  
e x p l i c a r  l a  m e n o r  f o r m a c i b n  d e  c o m p u e e t o s  r e d u c i d o s  a 1  ser  
b a j o  o  n u l o  e l  a p o r t e  d e  T, p e r 0  d i c h o  e f e c t o  d e b e r f a  d e e a p a -  
- - 
r e ' c e r  e n  l o e  e n e a y o e  i n  v i r r o  en  l o e  c u a l e s ,  s e g Q n  cte v i o ,  a e  
- 4  
a d i c i o n b  NADPH 5 . 1 0  M a  l a 6  f r a c c i o n e e  e u b c e l u l a r e e  a  i n c u -  
b a r .  
P o r  l o  t a n t o ,  e e  p u e d e  d e e o a r t a r  q u e  l a  a e t i v i d a d  d e  l a  
5 w - r e d u c t a e a ,  d i e m i n u f d a  p o r  l a  o a e t r a c i b n ,  80 d e b a  a  l a  c a -  
Ida  de  e s t e  c o f a c t o r ,  e i  b i e n  e e t a  d i e m i n u c i b n  in  v i v o  p r o b a -  
b l e m e n t e  c o n t r i b u y a  a  d i f i c u l t a r  m a s  afin l a e  5a y 3 0 1 - r e d u c c i o n e e .  
H a s t a  a h o r q ,  s i e m p r e  h e m o s  h a b l a d o  d e  l a  t e s t o e t e r o n a  c o -  
mo e s t i m u l a d o r a  d e  l a  a c t i v i d a d  5 a - r e d u c t o r a .  En r e a l i d a d ,  
no  s e  e a b e  s i  e s t a  e e t i m u l a c i 6 n  eta e j e r c i d a  d i r e c t a m e n t e  p o r  
l a  h o r m o n a  e u e t r a t o ,  o  b i e n  p o r  s u ( e )  p r o d u c t o ( e ) .  
E l  m e c a n i s m o  c l & e i c o  d e  a c c i b n  h o r m o n a l  i m p l i c a ,  c o m o  
s e  v io  a n t e e ,  l a  c o n v e r e i b n  d e  T a  DHT,  l a  u n i b n  e s p e c l f i -  
c a  d e  b e t a  a  10s r e c e p t o r e e  y  f i n a l m e n t e  l a  t r a n e l o c a c i b n  a 1  
n t lc leo  e  i n t e r a c c i 6 n  d e l  c o m p l e j o  r e c e p t o r - h o r m o n a  c o n  l a  c r o -  
m a t i n a .  
P o r  l o  t a n t o ,  e e  p r o b a b l e  q u e  l a  t e s t o e t e r o n a  i n y e c t a d a  
a  l a s  r a t a s  c a a t r a d a e '  e e  c o n v i e r t a  p r i m e r 0  e n  DHT en 108 
brganos b l a n c o .  m e d i a n t e  l a  acct 'bn  d e  l a  5 a - r e d u c t a s a  r e -  
r n a , ~ e n t e ,  y q u e  e l  p r o d u c t 0  f o r m a d o  e s t i m u l e  l u e g o  l a  a c t i -  
v i d a d  e u z i m g t i c a  p o r  a l g u n o  d e  10s m e c a n i a m o s  p o e t u l a d o a  an.- 
t e r i o r m  e nte ,  muy p o s i  blemente  v i a  receptor. 
En c r a n t o  a 1  e e n t i d o  6 l t i m o  d e  e a t a  r e g u l a c i u n  p o ~ i t i v a  
p o r  p a s t e  d e l  a n d r 6 g e n o  s o b r e  e u  e ~ g i m a  m e t a b o l i z a d o r a ,  l o  
podemos  a n a l i e a r  p r i m e r a m e n t e  p o r  s u e  e f e c t o s  a  n i v e l  d e l  Urgano  
by:: 4 A s u m i e n d o  s i e m p r e  q u e  l a  DHT e s  l a  h o r m o n a  r e a l m e n t e  a  - 
5 a -re d u c c i b n  s e r a  m a s  e f i c i e n t e  q u e  l a  T e n  p r o d u c ' i r  r e s ~ u e s - ' ;  '? 
t a s  p r o l i f e r a t i v a s ,  d i f e r e n c i a t i v a ~ ,  m e t a b 6 l i c a s  y f u n c i o n a l e s  b'l - 
-.. I 
e n  10s s k t e m a s  c e l u l a r e s  i , ~ t e r e e a d o s .  
Se  p r o d u c e  a q u l  p o r  l o  t a n t o  un f e n b m e n o  d e  r e t r o a l i m e n -  
t a c i b n  p o s i t i v a  d e l  e f e c t o  a n d r o g 6 n i c o  a  n i v e l  d e l  b r g a n o  blanco 
q u e  c o n t e n g a  5 a - r e d u c t a s a .  
E l  c e s e  d e l  s u m i n i s t r o  a n d r o g e n i c o  ( c a s t r a c i b n )  v a  a  p r o -  
d u c i r  e l  e f e c t o  i n v e r s o :  l a  c a f d a  d e  l a  a c t i v i d a d  e d z i m i l t i c a  q u e  
r e s u l t a  e n  una m e n o r  c a n t i d a d  d e  DHT p r o d u c i d a  (no s b l o  d e b i -  
d a  a  m e n o r e s  c a n t i d a d e s  d e  s u s t r a t o  e n d b g e n o  a c c e s i b l e s ,  cri- 
no t a m b i h n  a  l a  c a p a c i d a d  i n t r f n s e c a  d e  l a  e n z i m a  p a r a  c a t a l i -  
z a r  l a  r e a c c i b p ) .  C o n s e c u e n t e m e n t e  e e  p r o d u c e  una  r e g r e e i 6 n  
" a m p l i f i c a d a "  d e l  b r g a n o  e f e c t o r ,  q u e  esti a p a r e j a d a  con 
l a  d i s m i n u c i b n  e n  e l  nc lmero  d e  r e c e p t o r e e  e s p e c l f i c o e  pa -  
r a  DHT,  d e s p u t s  d e  la  o r q u i d e c t a m f a  ( 1 6 9 , 1 7 0 ) .  
C a b r l a  p r e g u n t a r s e  a h o r a  q u 6  p a s a r i a  e n  c o n d i c i o n e s  e n  
q u e  h a y a  d e m a s i a d o  s u s t r a t o  p a r a  l a s  n e c e s i d a d e s  m o m e n t t i n e a s  
d e  DHT d e l  t e j i d o ,  s i  t e n e m o s  e n  c u e a t a  q u e  l a  e n z i m a  no pa -  
r e c e  s a t u r a b l e  h a s t a  e l  l l m i t e  d e  s o l u b i l i d a d  e n  a g u a  d e  l a  
t e s t o s t e r o n a  ( I O - ~ M )  y s i e u d o  e l  Km ~ o - ~ M .  
'i 
C o b r a  s e n t i d o  e n t o n e e r  l a  e u p o e i c i 6 n  d e  q u e  e x i e t e  o t r o  ma4 
c a n i s m o  d e  c o ~ l t r o l ,  e e t a  v e s  i n h i b i t o r i o ,  d e  l a  5 a - r e d u c t n r a .  
S i  b i e n  no  p a r e c e  h a b e r  p a r a  e r t a  e n e i m a  una  r e t r o a l l m e n -  
t a c i 6 n  n e g a t i v a  p o r  p r o d u c t o r  (DHT o  5 a - . a n d r ~ r t a n d i o l e e ) ,  r e  . 
p o s t u l b  ( 1 7 1 , 1 7 2 )  que  l a  e v e n t u a l  DHT e n  e x c e e o ,  p o d r f a  d e r i -  
v a r s e  h a c i a  l a  f o r m a c i b n  d e  d i o l e s ,  p r e s u m i e n d o  q u e  e s t o s  m e -  -!'w 
t a b o l i t o s  f u e r a n  i n a c t i v o s  a  n i v e l  d e  i n t e r a c c i b n  con  e l  g e n o m a .  
- 
1 7 ;  ' 
E s t o  t e n d r l a  p o r  e f e c t o  una  m e n o r  c o n c e n t r a c i b n  n e t a  d e  a n d r 6 -  - L .  . 
g e n o  a c t i v o  ( D H T ) .  
Cabe  a g r e g a r  a d e m f i r ,  q u e  a 1  e e r  l a  t r a u s f o r m a c i b n  DHT/  
d i o l  r e v e r s i b l e ,  s e  p o d r l a n  t a m b i 6 n  a u m e n t a r  10s t t p o o l e v  
d e  DHT m e d i a n t e  l a  r e a c c i b n  i n v e r e a ,  c o m o  e e  a u g i r i b  q u e  o- 
c u r r l a  e n  e l  t e j i d o  r e n a l  ( 9 8 ) ,  c o n s t i t u y e n d o  l a  o x i d a c i b n  . d e l  
d i o l  una i m p o t a u t e  f u e n t e  d e  DHT.  
Sin d e e c a r t a r  l a  p o s i b i l i d a d  d e  q ~ l e  e x i s t a  e s t e  m e a a n i e m o  
i n a c t i v a n t e ,  s e  han  p o s t u l a d o  d i v e r e a e  f u n c i o n e s  p a r a  l o e  5 a -  
a n d r o s t a n d i o l e e ,  c o m o  v e r e m o e  m a s  a d e l a n t e  q u e  
no c o n d i c e n  con l a s  c a r a c t e r f e t i c a s  d e  un m e t a b o l i t o  inactive. 
P o r  o t r o  l a d o  no s e  h a n  h a l l a d o  f a c t o r e s  i n t r a c e l u l a r e s  
p a s i b l e s  d e  c o n t r o l a r  p o r  i n h i b i c i b n  l a  a c t i v i d a d  e n z i m h t i c a .  
S e r l a  q u i z h e  i n t e r e s a n t e ,  p a r a  t a l  e f e c t o ,  i n v e s t i g a r  l a  e x i s -  
t e n c i a  d e  algCln f a c t o r  ( p r o t e i c o )  r e l a c i o n a d o  con  e l  Zn ( v 6 a s e  
p a r t e  V I I  b ) ,  ya q u e  e s t e  c a t i b n  i n h i b e  a  l a  5 a - r e d u c t a s a  i n  
v i t r o  y e x i s t e  e n  g r a n d e s  c a n t i d a d e s  e n  10s  b r g a n o s  s e x u a l e s  
a c c e s o r i o s  d e l  m a c h o .  
R E S U L T A D O S  
P l a n  
D e s a r r o l l o  o n t o g e n i c o  d e  l a  a c t i v i d a d  d e  l a  5 a  r e d u c - ;  
t a s a  y 3 0 1 - d e s h i d r o g e n a s a s  e n  e l  e p i d f d i m o  d e  l a  r a t a  
C o r r e l a c i b n  con  e l  t r o f i e m o  y l a  f u n c i 6 n  d e l  b r g a n o  
V) E s t u d i o s  E n e i m & t i c o s  
.................... 
1- L o c a l i z a c i S n  s u b c e l u l a r  d e  l a  5 a  r e d u c t a s a  y 3201- 
d e s h i d r o g e o a e a  en  e l  e p i d f d i m o  d e  r a t a  prep[ lber .yadul ta .  
2- E s t u d i o s  c i n 8 t i c o s  d e  l a s  a c t i v i d a d e s  e n z i m 6 t i c a e .  
3-  A c t i v i d a d  i n  v i t r o  d e  l a  5 a  - r e d u c t a s a  e p i d i d i m a r i a  
d u r a n t e  e l  d e s a r r o l l o  s e x u a l .  
4- A c t i v i d a d  i a  vit'r.0 d e  l a  3 - 0 1 - d e s h i d r o g e n a s a  e p i d i d i -  
m a r i a  d u r a n t e  e l  d e e a r r o l l o  s e x u a l .  
5- A c t i v i d a d e s  c o m p a r a d a e  d e  l a  3 a  - 0 1 - d e s h i d r o g e n a e a  
y 3- 6 -01 d e s h i d r o g e n a s a  e n  a n i m a l e s  p r e p l b e r e s  d e  
25 d l a s  .Y a d u l t o e .  
VI) ........................... N i v e l e s  t i s u l a r e e  d e  t e s t o e t e r o n a ,  ------ DHT ------------a r n d r o e t a n d i o -  
l e a  e n  e l  e q i d f d i m o  d e  l a  r a t a  a  d i f e r e n t e s  e d a d e e .  
--------- -----.------------------------------- 
VII) A- --____-_____ Medic iBn  d e  p a r a m e t r o s  ____________-__----_------------ r e l a c i o n a d o s  c o n  e l  t r o f i s  
mo d e l  b r s a n o  e n  e p i d f d i m o s  d e  r a t a s  d e  d i s t i n t a s  
- -  - - -  ,--,,,------ -  ---- - ---- --- 
e d a d e s .  
------- 
1- E l  peso d e l  d rgano,  e l  c o n t e n i d o  t i s u l a r  en agua 
y p r o t e f n a s  t o t a l e s  
1 2 -  E l  c o n t e n i d o  en d c i d o  d e s o x i r r i b o n u c l e i c o  (ADN) y l a  
i n c o r p o r a c i b n  i n  v i t r o  de 1 4 c - ~ i m i d i n a  a1 ADN. 
I 3-  An61 i s i s  h i s t o l b g i c o  de c o r t e s  t r a n s v e r s a l e s  de e p i d f d i m o .  D e t e r m i n a c i 6 n  d e l  nfimero de f i g u r a s  m i  t b t i c a s .  
I B- M e d i c i d n  de d i s t i n t o s  p a r i m e t r o s  r e l a c i o n a d o s  con l a  f u n c i d n  d e l  e p i d f d i m o ,  o  de a l t a  c o n c e n t r a c i d n  e n  e s t e  
I 
6rgan0, a  l o  l a r g o  de l a  madurac i6n  s e x u a l  de l a  r a t a .  
4- E l  d c i d o  s i d l i c o  (NAN) 
5-  La g l i c e r i  l f o s f o r i l c o l  i n a  (GPC) 
6 -  E l  C i n c  ( Z n )  t i s u l a r  
7 -  Las p r o t e f n a s  e s p e c f f i c a s  e p i d i d i m a r i a s  (PEE) 
l a c i b n  c o n  e l  t r o f i a m o  # l a  f unc iBn  d e l  b r g a n o  
RESULTADOS (2Q p a r t e )  
D e s a r r o l l o  o n t o g 6 n i c o  d e  la '  a o . t i v i d a d  d e  l a  5 a - : - r e d u o t a e a  
b 
y 3 - 0 1 - d e s h l d r o g e n a ' a ~ a  e n  e l  e p i d f d i m o  d e  l a  r a t a .  C o r r e -  
E s t u d i o s  E n z i m f i t i c o s  
1- L o c a l i z a c i S n  s u b c e l u l a r  y a c t i v i d a d  d e  l a  5 a 
r e d u c t a s a  y d e  l a  3 - 0 1 - d e s h i d r o g e n a s a  e n  e l  e p i d l d i m o  
d e  l a  r a t a  p r e p f l b e r  y a d u l t a .  
En l a  F i g u r a V a  s e  g r a f i c b  l a  d i s t r i b u c i 6 n  d e  l a  a c t i v i d a d  
5 d r e d u c t a s a  e n  e l  e p i d l d i m o  d e  l a  r a t a  p r e p d b e r  d e  2 5  d l a s  
d e  e d a d .  P a r a  e l l o  u t i l i z a m o s  n u e v a m e n t e  e l  g r f i f i c o  p r o p u e s -  
t o  p o r  Van d e r  V u s s e  e n  e l  q u e  l a  a c t i v i d a d  e s p e c l f i c a  r e l a t i -  
va s e  g r a f i c a  e n  f u n c i b n  d e l  v a l o r  p o r c e n t u a l  d e  p r o t e l n a s .  
Se  e m p l e a r o n  f r a c c i o n e s  s u b c e l u l a r e s  d e  e p i d l d i m o s  d e  
r a t a s  d e  2 5  d l a s ,  Las q u e  s e  i n c u b a r o n  a  34C d u r s n t e  2 0  m i n u -  
t o s ,  e n  p r e s e n c i a  d e  t e s t o s t e r o o a  ~ O - ~ M .  La f i g u r a ~ b  m u e s t r a  
e l  p e r f i l  o b t e n i d o  e n  l a s  m i s m a s  c o n d i c i o n e 8  p a r a  e l  e p i d f d i -  
mo  d e  r a t a  a d u l t a .  
La 5 0l r e d u c t a s a  d e l  e p i d l d i m o  p r e p h b e r  no d i f i e r e  m a y o r -  
m e n t e ,  e n  s u  l o c a l i z a c i b n ,  d e  l a  d e l  e p i d l d i m o  a d u l t o ,  s i  b i e n  
p a r e c e  e s t a r  m 8 s  l l d i s t r i b u l d a t l  e n  t o d a s  l a s  f r a c c i o . ~ e s ,  p a r -  
F I G U R A  V:LocalizaciGn subcelular comparada de l a  5 a - r e d u c t a s a  
epididimaria de l a  rata de 25 dfas ( A )  y adulta ( B )  
Los resultados estiin dxpresados como seRalado en l a  Figura I 
t i c u l a r m e n t e  e n  las  c i t o e o l u b l e  y m i t o c o n d r i a l .  E s t o  p o d r l a  
q u i c &  a t r i b u i r s e  a 1  d i f e r e n t e  c o m p o r t a m i e n t o  d e  l a 8  p a r t f c u -  
l a s  c e l u l a r e s  d u r a n t e  e l  p r o c e e o  d e  s e d i m e n t a c i b n  d e  1 0 s  ho-  
m o g e n a t o s  p r e p u b e r a l e s  r e s p e c t o  d e  1 0 s  a d u l t o s .  
# 
De t o d a s  m a n e r a s ,  l a  a c t i v i d a d  r e g i s t r a d a  e s  p r e d o m i n a n -  
t e m e n t e  m i c r o s o m a l ,  s i e n d o  r e l a t i v a m e n t e  b a j a  e n  l a  f r a c c i 6 n  
n u c l e a r  c r u d a ,  l o  c u a l  c o n f i r m a  r e s u l t a d o s  a n t e r i o r e s  p a r a  l a  
5 oc r e d u c t a s a  d e  r a t a  a d u l t a  ( 7 1 , 7 0 ) .  
La  f i g u r a  VIA n o s  i n d i c a  l a  l o c a l i z a c i b n  d e  l a  a c t i v i d a d  d e  
l a  3 h i d r o x i e s t e r c i d e  d e s h i d r o g e n a s a  e x p r e s a d a  c o m o  
p m o l e s  d e  5 @  - a n d r o s t a n d i o l e s  (3w y 3 9  o t ) ,  e n  d i s t i n t a s  f r a c -  
c i o n e s  s u b c e l u l a r e e  e x p u e s t a s  20 r n i n u t o s  a  u n a  c o n c e n t r a c i b n  
I O - ~ M  e n  DHT. 
L a  f i g u r a  VIB c o r r e s p o n d e  a  1 0 s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  p a r a  
l a  r a t a  a d u l t a .  
L a  3 - 0 1 - d e s h i d r o g e n a s a  s e  d i s t r i b u y e ,  e n  e l  e p i d f d i m o  d e  
r a t a  p r e p l i b e r ,  e n t r e  l a  f r a c c i b n  m i c r o e o m a l  y c i t o s 6 l i c a ,  m i e n -  
t r a s  e n  l a  r a t a  a d u l t a .  l a  m a y o r  p a r t e  d e  s u  a c t i v i d a d  s e  e n -  
c u e n t r a  e n  l a  f r a c c i b n  m i c r o s o m a l .  
2 -  E s t u d i o s  C i n e t i c o s  d e  l a s  a c t i v i d a d e s  e n z i m h t i c a s .  
C o n  e l  o b j e t o  d e  e s t a b l e c e r  l a s  c o n s t a n t e s  c i n b t i c a s  d e .  l a s  
e n z i m a s  e n  l a  e t a p a  p r e p u b e r a l ,  s e  c a l c u l a r o n  l a s  v e l o c i d a d e s  
i n i c i a l e s  e n  b a s e  a  l a s  t a n g e n t e s  a 1  o r i g e n  d e  c u r v a s  d e  p r o -  
F I G U R A  V I :  Localizacibn subcelular  comparada de l a  3 -h idrox ie s -  
t ero ide  deshidrogenasa epididimaria en l a  rata  de 2 5  dfas  ( A ) ,  
y adulta  ( 0 ) .  
Los re su l tados  s e  expresan como descr ip to  en Figura I .  
d u c t o  f o r m a d o  e n  f u n o i b n  d e l  t i e m p o .  
En l a  f i g u r a  V I i a  r e  m u e r t r a  l a  c u r v a  d e  p r o d u o t o  (bHT+ 
d i o l e e )  o b t e n i d a  a 1  i n c u b a r  l a  f r a o o i 6 n  m i c r o n o m a l  oon  T- l o - '  
La v e l o c i d a d  i n i c i a l  e n  e d t e  o a e o  f u e  2 2 2  p m o l e r / m g  p r o t a f -  
n a / h .  Be v e  q u e  l a  p r o d u c c i 6 n  e s  l i n e a l  h a n t a  10s 1 0  m i n u t o e  
d e  i n c u b a c i 6 n  a p r o x i m a d a m e n t e .  
C * 
En l a  F i g u r a  VIIb  e e  g r a f i c 6  l a  r e c t a  d e  d o b l e s  i n v e r e a a  
d e  L i n e w e a v e r - B u r k  a  p a r t i r  d e  l a e  v e l o c i d a d e e  i n i c i a l e e  ob- 
t e n i d a e  a1  i n c u b a r  a  d i e t i n t o s  t i e m p o s  a l f c u o t a s  d e  f r a c c i d a  
- 6  - 6  - 6  
m i c r o e o m a l  c o n  1 0  M, 2 . 1 0  M y  5 .  1 0  M d e  t e e t o s t e r o n a ,  
Se o b t u v o  l i n e a l i d a d  e n  e e e  r a n g o  d e  c o n c e n t r a d o n e s ,  r e g i s -  
t r h n d o s e  un & = 2 . 8 .  ~ O - ~ Y  y una  Vy=  3 4 0  p m o l e s / m g  p/h .  
En l a  f i g u r a  V I I I a l  , a 2  s e  i l u s t r a  l a  c u r v a  d e  p r o d u o c i 6 n  
d e  a n d r o e t a n d i o l e e  e n  funciOn d e l  t i e m p o  pa r a l ae f r acc ionen  mi-  
c r o s o m a l  y c i t o e 6 l i c a  r e s p e o t i v a m e n t e ,  l a c u b a d a n  c o n  1 0 - ' ~  
d e  DHT. En l a  f i gu raVI I I  el,b2) e e  g r a f i c a n  l a s  r e c t a e  d e  dob l ee '  
i n v e r s a s  p a r a  e e t a s  m i s m a s  f r a c c i o n e e  i n c a b a d a e  c o n  DHT 1, 
2 y 5uM. 
P a r a  l a  3 - 0 1 - d e s h i d r o g e n a e a  m i c r o s o m a l  se o b t u v o  un ICm 
I. 
a p a r e n t e  d e  3 . 0 3 0  ~ O - ~ M ,  y  una  Vy= 2 7 8  p m o l e s / m g  p,/h. 
P a r a  l a  3 - 0 1 - d e s h i d r o g e n a e a  d c l  c i t o e o l  e l  K, f u e  3. 6 .  ~ O - ~ Y  
y l a  V y =  270 p m o l e s / m g  p / h .  
C o n v i e n e  a c l a r a r  que  10s d a t o s  c i n 6 t i c o s  o b t e n i d o e  p a r a  l a  
3 - 0 1 - d e s h i d r o g e n a s a  r e f l e j a n  l a  r c t i v i d a d  d e  d o e  e n z i m a s  y a  
q u e ,  l a  t b c n i c a  u t i l i z s d n  e n  sc l tos  e n a a y o s  no s e p a r a  10. p r o -  
d u c t o s  3 d y 3 (3 a n d r o s t a n d i o l e e .  
I 
FIGURA V I I  : P a r i m e t r o s  c i n 6 t i c o s  de  l a  5 a  - r e d u c t a s a  
m i c r o s o m a l  d e l  e p i d f d i m o  de r a t a s  p r e p f b e r e s  de 2 5  d f a s .  
A )  Curva  de p r o d u c t o  f o rmado  (pmoles  5  a - r e d u c i d o s )  v s  
6 t i e m p o ,  p a r a  T = l o -  M. 
B) R e c t a  de d o b l e s  i n v e r s a s  de L i n e w e a v e r - B u r k e ,  o b t e n i d a  
a p a r t i r  de l a s  vo  c a l c u l a d a s  de c u r v a s  de  p r o d u c t o  v s  
t iempo,en f u n c i 6 n  de d i s t i n t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de s u s t r a t o .  
V M m  340 pmol es/mg p .  h o r a  
FIGURA V I I I  : P a r d m e t r o s  c i n e t i c o s  de l a  3 - h i d r o x i e s t e r o i d e  
d e s h i d r o g e n a s a  m i c r o s o m a l  y c i t o s d l i c a  d e l  e p i d f d i m o  d e  r a t a s  
de 25 d f a s .  
Curvas  de p r o d u c t 0  v s  t i e m p o  p a r a  DHT =IO-~M, en f r a c c i d n  
m i c r o s o m a l  ( A 1 )  y c i t o s 6 l i c a  ( A 2 ) .  
Rec tas  de d o b l e s  i n v e r s a s  o b t e n i d a s  s e g f n  d e s c r i p t o  en  F i g  V I I ,  
p a r a  d i s t i n t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de  DHT, en f r a c c i d n  m i c r o s o m a l ( ~ 1 )  
y c i t o s 6 l i c a  ( B 2 )  
mg prot. 
F I G U R A  V I I  
pmoles 
mg . h. 

C i F  LOB v a l o r e e  de Km h a l l a  o r  p a r a  la S a r e d o a t a e a  y 3-01- 
d e o h i d r o g e n a e a .  en el  e p i d f d i m o  d e  la r r t a  p r e p f i b e r  n o  maor- 
t r a n  d i f e r e n c i a e  con l o r  d e  l a  r a t a  a d u l t a ,  d s n t r o  d e  l a  8811- 
s i b i l l d a d  d e l  'm$todo,  l o  q u e  haoe  ouponer  que  oe t r r t a  de en-  
z i m a e  d e  i d e n t i c a s  c a r a c t e r f e t i c a e  f u n c i o n a l e s ,  e e p e c i a l m e n t e  
e n  lo  que  c o n c i e r n e  a  l a  af inidad e n c i m a - s u e t r a t o .  
3- Act iv idad  i n  v i t r o  d e  l a  5 u  - R e d u c t a s r  @ p i d i d i m a r i a  d u r a n t e  
l a  m a d u r a c i 6 n  s e x u a l .  
La 'Tabla 3 m u e s t r a  l o e  v a l o r e e  o b t e n i d o r  a 1  i n c u b a r  p o r -  
c l o n e s  d e  t e j i d o  e p i d i d i m a r i o  d e  r a t a e  d e  1 5  a  5 0  d l a s ,  e n  
p r e s e n c i a  de  d i e t i n t a s  c o n c e n t r a c i o n e e  d e  t e s t o e t e r o n a .  
Vemoe q u e ,  p a r a  p r h c t i c a m e n t e  t o d a r  l a e  c o n c e n t r a c i o n e e  
d e  T u t i l i z a d a s ,  l a  a c t i v i d a d  e e p e c l f i c a  d e  5 d  - r e d u c t a s a ,  ex- 
p r e s a d a  como l a  s u m a  d e  DHT y d i o l e e  p r o d u c i d a e  p o r  u n i d a d  
I - 
- .F 
- l- 
L d e  pe.0 y t iempo.  a u m e n t a  a  l o e  25 d f a e  d e  e d a d  y l u e g d  'd&r 
c i e a d e  p a u l a t i n a m e n t e .  
E s  d e  n o t a r  que  h a s t a  1 0 s  2 5  d l a e ,  e l  m e t a b o l i t o  g u e  de- 
t e r m i n a  l a s  v a r i a c i o n e e  en l a  a c t i v i d a d  e e p e c f f i c a  i n  v i t r o  es  
e l  d i o l  y no l a  D H T .  En e f e c t o ,  l a  r e l a c i b n  d i o l  e s t 6  c o r r e -  
-
DHT 
l a c i o n a d a  d i r e c t a m e n t e  con  e l  aume.:ntoS de  l a  a c t i v i d a d  
p o s t e r i o r  d e s c e n s o  a  p a r t i r  d e  loe  3 0  d f a s ,  donde l a  D H T  
- p a s a  a s e r  e l  m e t a b o l i t o  m a s  i m p o r t a n t e ,  t a l  c o m o  o c u r r e  
I p a r a  i a  r a t a  a d u l t a .  En la  f i g u r a  I X a - W p u e d e  a p r e c i a r  l a  r e -  
TABLA 3 
- 
A e t i v i d a d  i n  v i t r o  d e  l a  5 a r e d u o t a e a ,  h a l l a d a  a 1  i a o u b a r  t r o s o e  d e  t e j i d o  e p i d i d i m a r i o  
de r a t a s  d e . d i s t i n t a s  e d a d e e  
Actividad Actividad 
5 dial 
-
T=10 M DHT 
5ared .  dial 
-
T= 5. l o - 7 ~  DHT 
5a red. diol 
-
T- l 4 l W 6 ~  DHT 
5ared. diol 
T = ~ . ~ o - ~ M  
Actividad = pmoles DHT + diol 
mg tejido . hora . 
IDS resultados corresponden a1 promedio de dos determinaciones por duplicado, y el error  no 
l a c i b n  e n t r e  a c t i v i d a d  e s p e c f f i c a  d e  l a  6 a  - r e d u c t a s a  'a l o  l a r -  : #  
g o  d e  l a  e d a d ,  c o n  e l  c o c i e n t e  d i o l / D H T  c o r r e s p o n d i e n t e ,  a1 
i n c u b a r s e  t r o z o s  d e  t e j i d o  en  p r e s e n c i a  d e  6 . 1 0 - ' ~  d e  t e s t o s -  
t e r o n a .  
T a m b i e n  s e  g r a f i c b  ( F i g u r a  m b  ) l a  a c t i v i d a d  d e  \ a  5 a  - 
r e d u c t a s a  e x p r e s a d a  p o r  S r g a n o ,  j u n t o  con  e l  p e s o  h a m e d o  c o -  
r r e s p o n d i e n t e  d e  10s  e p i d l d i m o s .  En e s t e  c a s o  no s e  v e  e l  p i -  
c o  d e  l a  f i g u r a m a  , s i n o  q u e  l a  a c t i v i d a d  a u m e n t a  c o n t i n u a -  
m e n t e ,  si  b i e n  con  una  p e n d i e n t e  m 8 s  a c e n t u a d a  a  p a r t i r  d e  
1 0 s  30 d f a s  d e  e d a d .  
La  a c t i v i d a d  t o t a l  a  10s  5 0  d f a s  e s  20 v e c e s  s u p e r i o r  a  l a  
r e g i s t r a d a  a  1 0 s  1 5  d f a s ,  y a p r o x i m a d a m e n t e  c u a t r o  v e c e s  l a  
d e  2 5  d f a s .  
4- A c t i v i d a d  i n  v i t r o  d e  l a  3 - 0 1 - d e s h i d r o g e n a s a  e p i d i d i m a r i a  
d u r a n t e  l a  m a d u r a c i b n  s e x u a l .  
- 
A p a r t i r  d e  10s  r e s u l t a d o s  a n t e r i o r e s  s e  c o n s i d e r 6  i m p o r -  
t a n t e  d e t e r m i n a r ,  si  e l  p i c o  d e  a c t i v i d a d  5 a  r e d u c t a s a  ob-  
s e r v a d o  a  10s  2 5  d l a s  q u e  s e  a c o m p a f l a b a  d e  un a u m e n t o  e n  
l a  r e l a c i S n  d i o l / D H T  ( f i g u r a  M a  ) - r e f l e j a b a  un  a u m e n t o  d e  a c -  
t i v i d a d  e s p e c f f i c a  d e  l a s  3 - 0 1 - d e s b i d r o g e n a s a s  ( que  c a t a l i z a n  
l a  r e d u c c i b n  d e  l a  5 a - d i h i d r o t e s t o e t e r o n a  a  S a  - a n d r o e t a n  
F I G U R A  I X  : A c t i v i d a d  i n  v i t r o  d e  l a  5 U - r e d u c t a s a  a l o  
l a r g o  de l a  edad p r e p u b e r a l ,  e x p r e s a d a  p o r  mg d e  t e j i d o  
( t r a z o  I l e n o ) ,  y r e l a c i 6 n  d i o l / D H T  c o r r e s p o n d i e n t e  ( t r a z o s  
p u n t e a d o s )  ( A ) .  
La misma a c t i v i d a d ,  e x p r e s a d a  p o r  6 r g a n o  ( t r a z o s  l l e n o s ) ,  
y e l  peso hfirnedo de 10s e p i d f d i m o s  ( t r a z o s  p u n t e a d o s )  corres- 
p o n d i e n t e  a  cada e d a d .  ( B ) .  
pmoles + 
mg tej .  h 
FIGURA I X  
pmoles -ti 
epid .  h 
La f i g u r a  X m u e s t r a  10s  d a t o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a  l a  i n c u -  
b a c i b n  d e  e p i d f d i m o s  d e  r a t a e  d e  d i s t i n t a e  e d a d e s  e n  p r e s e n -  
c i a  d e  d i v e r s a s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  D B T .  
L o s  r e s u l t a d o s  i n d i c a n  una  t e n d e n c i a  h a c i a  e l  a u m e n t o  d e  
l a  a c t i v i d a d  especifica de la 3 - 0 1 - d e s h i d r o g e n a s a  a  10s  2 5  d f a s ,  q u e  
s e  ve  con  m a y o r  c l a r i d a d  en  l a  c u r v a  c o r r e s p o n d i e n t e  a  ~ o - ~ M  
d e  DHT. E s  d e  d e s t a c a r  q u e  en e s t o s  e x p e r i m e n t o s  1 0 s  e p i d f -  
d i m o s  d e  l a s  r a t a s  d e  20 d f a s  d e  e d a d  s u p e r a r o n  en p e s o  a 
10s  e p i d l d i m o s  d e  r a t a s  d e  2 5  d f a s .  
T r o z o s  d e  t e j i d o  d e  10s  m i s m o s  a n i m a l e s  f u e r o n  i n c u b a d o s  
con  t e s t o s t e r o n a  5. ~ O - ~ M  d e t e c t 8 n d o s e .  c o m o  a n t e r i o r m e n t e g  a l -  
t o s  n i v e l e s  d e  a c t i v i d a d  5 ,  r e d u c t a s a  a 10s  20 y 25 d f a s  d e  
e d a d ,  c o n f i r m a n d o  a s f  h a l l a z g o s  a n t e r i o r e s  ( T a b l a  3 ) .  
En l a  T a b l a  4 s e  t a b u l a n  10s  d a t o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a  l a  
a c t i v i d a d  d e  a m b a s  e n z i m a s  e x p r e s a d a s  p o r  u n i d a d  d e  6 r g a n 0 ,  
a s i  c o m o  e l  p e s o  d e  10s  e p i d f d i m o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  
A a i i e r e n c i a  d e  l a  5, - r e d u c t a s a ,  l a  a c t i v i d a d  t o t a l  d e  l a  
3 - 0 1 - d e s h i d r o g e n a s a  a u m e n t a  h s t a  1 0 s  25  d f a s ,  d o n d e  t i e n e  un 
m 8 x i m o  ( 1 7 7 .  6 p m o l e s / e p i d .  h .  ) y l u e g o  d e s c i e n d e  c o n f o r m e  e l  
a n i m a l  va m a d u r a n d o .  
De e s t a  f o r m a  s e  d e m u e s t r a  q u e  e l  a u m e n t o  d e  m e t a b o l i -  
z a c i b n  i n  v i t r o  d e  l a  t e s t o s t e r o n a  a  p r o d u c t o s  5  a - r e d u c i d o s ,  
e s p e c i a l m e n t e  5  a - a n d r o s t a n d i o l e s ,  s e  d e b e  ta 'nto a  una  a c t i -  
F I G U R A  X : A c t i v i d a d  i n  v i t r o  de l a  3 - h i d r o x i e s t e r o i d e  d e s h i -  
d r o g e n a s a ,  en  e p i d f d i m o s  de r a t a s  ' p r e p f b e r e s  a  l o  l a r g o  de l a  
edad .  
Los r e s u l t a d o s  s e  e x p r e s a n  como pmoles d e  d i o l e s  f o r m a d o s  p o r  
mg de t e j i d o ,  a1  u s a r s e  d t s t i n t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  s u s t r a t o  ( D H T )  
TABLA 
-
- '  :+ .- r 'I  - -P - L  -77F735'5F - 
I I 
~ c t i v l d a d  i n  v i t r o  d e  l a  3-01  d e e h i d r o g e n a e a  y 5 a - r e d u c t a s a ,  e x p r e e a d a s  p o r  
un idad  d e  b r g a n o .  P e s o  d e  10s a n i m a l e s y d e  s u s  e p i d f d i m o s  
* 
o b t e n i d a  e n  e l  e n e a y o  d e  S - m r e d u c t a s a .  
Peso rata 
6F -+ SE) 
** 
Actividad 
Peeo epidfdimoe -red. 
@% SE) 
Actividad 
301- DHaera 
* C o n c e n t r a c i b n  d e l  p u s t r a t o :  5 x ~ o - ~ M .  T i e m p o  d e  i n c u b a o i b n :  l h o r a ,  
0 
t e m p e r a t u r a : 3 4 C  
* *  E x p r e ~ a d a  e n  p m o l e s  d e  p r o d u c t o / e p i d I d i m o / b o r a .  
-85- 
v i d a d  i a o r e m e n t a d a  d e  La 5 a r e d u c t a r a  c o m o  d e  l a  3-01-deeh l -  
d r o g e n a e a .  
5 -  A c t i v i d a d e e  c o m p a r a d a e  d e  l a  3 ur - o i  d e e h i d r o g e n a r o  y 8 . B - 0 1  
d e e h i d r o g e n a e a  e a  a ~ i m a l e e  p r e p d b e r e r  d e  28 d f a s  y a d u l t o r .  
Teniendo en cuenta la importante metabolizacibn in vitro d e  1  a 
t e s t o s t e r o n a  a  5  a - a n d r o s t a n d i o l e s ,  d e t e c t a d a  d u r a n t e  l a  
e d a d  p r e p u b e r a l ,  s e  t r a t b  d e  d i s c r i m i n a r  c u a l  d e  10s  d o s  i s b -  
m e r o s  (3  a y / o  3 6) p r e d o m i n a b a  e n  e l  e p i d f d i m o ,  t a n t o  p a r a  
e l  a n i m a l  p r e p f i b e r  c o m o  p a r a  e l  a d u l t o .  P a r a  o b t e n e r  l a  s e p a -  
r a c i 6 n  d e  10s i s b m e r o s  s e  e m p l e b  l a  c r o m a t o g r a f f a  e o b r e  p a -  
p e l  Wha tman  3 u t i l i z a n d o  e l  s i s t e u n a  h e x a n o : m e t a n o l :  a g u a  500:  
4 5 0 : 5 0 .  
Como e d a d  r e p r e e e n t a t i v a  p r e p u b e r a l  s e  e l i g i 6  l a  d e  2 5  
d f a s  q u e  c o i n c i d e ,  c o m o  h e m o e  v i e t o ,  c o n  una  m a y o r  f o r m a c i 6 n  
d e  a n d r o s t a n d i o l  i n  v i t r o .  
En l a  T a b l a  5 s e  m u e s t r a  l a  a c t i v i d a d  c o m p a r a d a  e n t r e  a m -  
b a s  e n z i m a s ,  e x p r e s a d a  c o m o  . p i co rno l ee  d e  c a d a  i s b m e r o  p r o -  
d u c i d o  p o r  6 r g a n 0 ,  y t a m b i 6 n  p o r  mg d e  p r o t e f n a ,  o b t e n i d a  a 1  i n c u b a r  
homogenato con DHT 1  uM d u r a n t e  6 0  m i n u t o s ,  en p r e s e n c i a  d e l  c o f a c t o r  
N A D P H  en  c o n c e n t r a c i 6 n  1 0  mM. 
10s 25 d f a s ,  a u n q u e  d e n t r o  d e  l a  p r o d u c c i b n  t o t a l  d e  d i o l ,  l a  f o r -  
m a c i b n  d e l  i s b m e r o  30, e s t &  l e v e m e n t e  f a v o r e c i d a  y a  q u e  r e p r e -  
s e n t a  e l  5 9 %  d e l  t o t a l .  
-4 
ADULTA PREPUBER 
E n  l o  q u e  r e s p e c t a  a  l a  r a t a  a d u l t a ,  l a  T a b l a  5 m u e s t r a  1 0 s  r e s u l -  
t a d o s  o b t e n i d o s  l u e g o  de i n c u b a r  homogenatos e p i d i d i m a r i o s  con 
' H - D H T  1  u M .  E n  e s t e  c a s o ,  l a  f o rmac idn  d e l  i sdmero  3  a predomina  
q g  - r  
t,1/- ! . 'I 
ampl i amen te  ( 8 0 % )  s o b r e  l a  de1 3 B .  I. ! 1 ,  - Tambien s e  i n v e s t i g 6  l a  f o r m a c i 6 n  de  cada  i s6mero  en l a s  d i s t i n t a s  1 
, , q  
f r a c c i o n e s  s u b c e l u l a r e s ,  mos t rdndose  1 0 s  r e s u l t a d o s  en l a s  F i g u r a s  , 
1 
XI A y  B, p a r a  r a t a s  p r e p d b e r e s  y a d u l t a s  r e s p e c t i v a m e n t e .  
-Q 
,De l a s  mismas s e  d e s p r e n d e  que  en e l  c i t o s o l  predomina l a  a c t i v i d a d  
d e  l a  enzima 3  a 01 - d e s h i d r o g e n a s a ,  ya que  e s t e  me tabo l  i  t o  r e p r e s e n -  
t a  e l  90% d e l  t o t a l  de  a n d r o s t a n d i o l e s  en d i c h a  f r a c c i b n .  
P o r  e l  c o n t r a r i o ,  en l a s  f r a c c i o n e s  microsomal  y  m i t o c o n d r i a l  e s  
mayor l a  a c t i v i d a d  d e  l a  3  g o 1  d e ~ h i d r o ~ e n a s a ,  r e p r e s e n t a n d o  su  
p r o d u c t 0  e l  60% y  6 2 % ,  r e s p e c t i v a m e n t e ,  d e l  t o t a l  de  a n d r o s t a n d i o l e s  
de  l a s  f r a c c i o n e s  c i t a d a s .  
E s t o s  r e s u l  t a d o s  s u g i e r e n  l a  d i f e r e n t e  l o c a l  i  z a c i 6 n  de  ,ambas enzi,.- 
- 7;:  w 
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mas, ya que l a  r e s p o n s a b l e  de  l a  f o r m a c i d n  d e l  i sdmero  3 a  s e r i a  s o -  
%. 
l u b l e  m i e n t r a s  que a q u e l l a  que forma e l  i sdmero  3B e s t a r i a  a s o c i a d a  
a  f r a c c i o n e s  p a r t i c u l a d a s .  
F I G U R A  X I  . D i s t r i  b u c i d n  s u b c e l u l a r  r e l a t i v a  de l a s  
a c t i v i d a d e s  3 a - 0 1  ( A ) ,  y 3 B -01  ( B )  d e s h i d r o g e n a s a s  en  
e l  e p i d f d i m o  de l a  r a t a  p r e p u b e r  ( A 1 . B i ) ,  y a d u l t a  (A2,B2)  
Los r e s u l t a d o s  e s t d n  e x p r e s a d o s  segon v i s t o  en  F i g u r a  I 

V I )  N i v e l e s  t i s u l a r e s  d e  t e s t o e t e r o n a  D H T ,  y a n d r o e t a n d i o l e e  
e n  e l  e p i d l d i m o  d e  la  r a t a  a  d i f e r e a t e s  e d a d e s .  
La T a b l a  6 m u e e t r a  l o e  c o n t e n i d o s  e n d b g e n o s  d e  T ,  DHT 
y D i o l e s  e n  10s  e p i d l d i m o e  d e  r a t a s  d e  d i e t i n t a s  e d a d e s  p r e p u -  
b e r a l e s  d e t e r m i n a d o s  p o r  radi o  i n m u n o e n e a y o ,  y e x p r e s a d o e  e n  
n a n o g r a m o s  ( h g )  d e  e s t e r o i d e  p o r  g r a m o  ( g )  d e  t e j i d o  hflmedo.  
Los  ' a t r d rbgenos  5 a - r e d u c i d o s  s o n  c u a n t i t a t i v a m e n t e  i m -  
p o r t a n t e s ,  s i e n d o  l a  r e l a c i b n  5 a z e d u c i d o s /  t e e r t o e t e r o n a  e a t r e  
1 0  a  1 y 2 0  a  1 segfin l a  e d a d  ( T a b l a  6 ) .  
En e l  t e g i d o  e p i d i d i m a r i o ,  y a  d i f e r e a c i a  d e l  p l a e m a  (17 ,  
1 1 8 , 1 9 , 1 1 7 ) ,  e l  a n d r b g e n o  m a s  a b u n d a n t e  e s  l a  D H T ,  t a n t o  e n  l a  
e d a d  a d u l t a  ( 2 1 7 , 7 1 )  c o m o  e n  l a  p r e p u b e r a l ,  c o m o  l o  i n d i c a n  
n u e e t r a s  m e d i c i o n e s .  
Sin e m b a r g o ,  d u r a n t e  la  m a d u r a c i b u  s e x u a l  se d e t e c t r n  v - <  
. _ 
I ademsls  i m p o r t a n t e s  c a n t i d a d e e -  d e  a  n d r o s t a n d i o l ,  c u y a  c o n c e n t r a -  
c i 5 n  va d i e m i n u y e n d o  a  m e d i d a  que e l  a o I m a l  va ma- 
- 
d u r a n d o  s e x u a l m e n t e ,  h a s t a  a l c a n z a r  10s b a j o s  n i v e l e s  r e g i s t r a -  
d o s  en la  a d u l t e z  p a r a  e s t e  m e t a b o l i t o .  
E s t a  a l t a  c o n c e n t r a c i b n  d e  d i o l e s  ha s i d o  d e t e c t a d a  t amb ihn  
e n  t e j i d o  t e s t i c u l a r  ( 1 8 1 1 6 )  p l a s m a  (19 )  y t e j i d o  c e r e b r a l  (117)  .iq 
4 
, -> 
d u r a n t e  l a  p r e p u b e r t a d  d e  l a  r a t a ,  y t a m b i e n  e n  e l  p l a s m a  d e  .ma - 
r a t a s  m a c h o  s e n i l e s  ( 213 ) .  
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N u e s t r o s  r e s u l t a d o e  i n d i o a n  t a m b i h n  q u e  l a  r e l a c i b n  d i o l /  
DHT e e  v e  a u m e n t a d a  e p t r e  10s 1 5  y 2 5  d f a e  ( T a b l a  6 ) .  d o n d e  
e s , e n  p r o m e d i o , . i g u a l  a .  l a  u n i d a d ,  y d e s c i e n d e  a p a r t i r  d e  108 30 
d f a s  h a s t a  l l e g a r  a  un v a l o r  a p r o x i m a d a m e n t e  c o n s t a n t e  d e  0. 2 5 .  
S i n  e m b a r g o ,  no  s e  l l e g a  a  s u p e r a r  l a  u n i d a d  p a r a  d i c h o  c o c i e n -  1 
D 
t e ,  c o m o  o c u r r f a  e n  10s e n s a y o s  d e  m e t a b o l i e a c i b n  " in  v i t r g t l  4 
( T a b l a  3) .  
E l  v a l o r  r e l a t i v a m e n t e  a l t o  d e  d i o l  /DHT r e g i e t r a d o  a  10s 
25 dSa B ,  s e  d k b e  en  r e a l i d a d  a  una d i s m i n u c i b n  t r a n s i t o r i a ,  y s i g -  
n i f i c a t i v a  (0 .62  < p 40. 0 5 )  d e  l a  c o n c e n t r a c i 6 n  t l e u l a r  d e  DHT,  
y no a  un a u m e n t o  d e  d i o l ,  m i e n t r a s  s u  p o s t e r i o r  d e s c e n e o  e e  
d e b e  t a n t o  a  un a u m e a t o  d e  DHT c o m o  a  un d e s c e n s o  p a u l a t i n o  
d e l  .d,iol.  
E s t e  G l t imo  d e s c i e n d e  a  l a  c u a r t a  p a r t e  d e  s u  v a l o r  e n t r e  
loa  1 5  y  SO d I a s  42 a 10% y l u e g o ( 4 0 - S O  d f a s )  n o  r e g i s t r a  v a r l a -  eq 
- gh 
Q . - 3  : 
c i o n e s .  
S i  sa c o n s i d e r a  l a  su rna  d e  10s a n d r b g e n o ~  T + 3 ~ T t d  e e  
c o m p r u e b a  q u e  a  t e m p r a n a  e d a d  e l  e p i d l d i m o  
c e n t r a c i b n  h o r m o n a l  p o r  p e s o  d e  t e f i d o ,  i n c l u s o  s u p e r i o r  a l a  d e l  
6 r g a n o  a d u l t o .  
t i e n e  aria a l t a  c o n -  
L u e g o '  Bs ta  d e s c i e n d e  e n t r e  10s 25  y 30 d f a s ,  t a o t o  p o r  l a  
d i s m i n u c i b n  t e m p o r a r i a  d e  DHT,  c o m o  p o r  e l  c o n s t a s t e  d e s c e n e o  
. ,g 
d e  10s a . n d r o s t a n d i o l e s  y l a  t e s t o s t e r o n a  t i s u l a r e s  e n  e s t e  i n t e r -  
: 1 
."ts 
va l o .  -,- 
E l  r e s u l t a d o  n e t o  e s  una d e p l e c i b n  d e  a n d r b g e n o e  t o t a l e s  
e n t r e  10s 2 5 - 3 0  d f a s  ( T a b l a  6 )  p a r a  e s t e  t e j i d o  e f e c t o r ,  d e p l e -  - :  
c i b n  q u e  s e r a  p o s t e r i o r m e n t e  r e v e r t i d a  p o r  m a y o r e s  a p o r t e e  
--I 
t i c u l a r e s  d e  t e s t o s t e r o n a  y m a y o r  f o r m a c i b n  n e t a  d e  DHT, 118- 
g a n d o s e  a  10s  5 0  d f a s  a  una  c o n c e n t r a c i d n  t i s u l a r  t o t a l  d e  a n -  - 
d r d g e n o s  s i m i l a r  a l a  d e  1 5 - 2 0  d f a s  y t a m b i h n  a l a  a d u l t  a ( 9 0  ',! 9 
d l a s :  '& 4 0 n g / g )  (217) a u n q u e  l a  c o m p o s i c i U n  d e  10s mismoe '  s e a  4 
' I  I 
- 
- 
d i f e r e n t e  e n  ' c a d a  c a s o .  
V I I -  M e d i c i b n  d e  p a r t i m e t r o e  r e l a c i o n a d o s  c o n  e l  t r o f i e m ~  y 
f u n c i b n  dd b r g a n o ,  e n  e p i d l d i m o s  d e  d i e t i n t a s  e d a d e s .  
r a t a  p r e p f i b e r  
d i l u - c i d a r  e i  e l  p i c o  d e  a c t i v i d a d  i n  v i t r o  d e  t a  
d e  l a  3 - 0 1 - d e s h i d r o g e n a s a  e n  e l  e p i d l d i m o  d e  
g u a r d a b a  a l g u n a  r e l a c i b n  con  e v e n t o s  c e l u l a r e e  
p r o p i o s  d e  u n  ' o rgan0  en  d e s a r r o l l o .  
- 
Mhs e s p e c f f i c a m e n t e ,  s e  i u v e s t i g b  s i  d i c h o  p i c o  e e .  r e l a -  -7d .k
' 1 
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c i o n a b a  con  l a  a p a r i c i 6 n  d e  c a m b i o e  en a l g t i n  p a r l m e t r o  c o n e c z  I 
t a d 0  con  la  f u n c i 6 n  e p i d i d i m a r i a ,  q u e  e e  l a  d e  m a d u r a r  y m a n t e -  
11er la s u p e r v i v e n c i a  d e l  e e p e r m a t o z o i d e .  
Con t a l  o b j e t o ,  s e  u t i l i z a r o n  a n i m a l e s  p r e p f i b e r e s  d e l  
m i s m o  r a n g o  d e  e d a d e s  u s a d o  a n t e r i o r m e n t e ,  ( V , V I )  y e n  c u y o s  
e p i d l d i m o s  s e  e s t u d i b :  
A )  P a r d m e t r o s  t r d f i c o s  
1) E l  peso  d e l  6 rgan0 ,  e l  c o n t e n i d o  t i s u l a r  e n  agua 
y p r o t e i n a s  t o t a l e s  
2 )  E l  c o n t e n i d o  en B c i d o  d e s o x i r r i b o n u c l e i c o  (ADN) y l a  
i n c o r p o r a c i d n  i n  v i t r o  de 1 4 c - ~ i m i d i n a  a l e  ADN. 
3 )  E l  d e s a r r o l l o  h i s t o l 6 g i c o  d e l  t t b u l o  y l a  d e t e r m i n a c i d n  
d e l  ndmero de m i t o s i s .  
B )  P a r d m e t r o s  f u n c i o n a l e s  
4 )  E l  c o n t e n i d o  en a c i d 0  s i d l i c o  ( N A N ) .  
5 )  E l  c o n t e n i d o  en g l i c e r i l f o s f o r i l c o l i n a  (GPC) 
6 )  E l  c o n t e n i d o  de C i n c  ( Z n ) .  
7 )  La  a p a r i c i d n  de p r o t e f n a s  e p i d i d i m a r i a s  e s p e c f f i c a s  ( P E E )  
V I I -  A -  Pardmetros t r d f i c o s  
1) Peso de l  6 rgan0 ,  contenido' t i s u l a r  en agua y p r o t e f n a s  
t o t a l  e s  
E n  l a  Tabla 7 s e  muestran 10s  d'atos ob t en idos  para e l  peso de 
10s  epidfdimos daurante e l  d e s a r r o l l ~ o  s e x u a l .  
E l  incremento de peso ya s ea  hQmedo o  s e c o ,  e s  moderado d u r a n t e  
10s  30 brimeros  d f a s  de v i d a ,  a ce l e rdndose  pos t e r io rmen te .  
El con ten ido  en agua ,  expresado  como (Peso  hdmedo - Peso s e c o  / 
Peso hbmedo)~  100,  luego  de permanecer i n v a r i a b l e  e n t r e  1 0 s  15 y  .. . I .  . . 
20 d f a s ,  c r e c e  c o n s i s t e n t e m e n t e ,  no r e g i s t r d n d o s e  g randes  cambios 
de incremento d u r a n t e  e l  i n t e r v a l 0  de 20 a  50 d f a s  de edad.  
En cambio, e l  c o n t e n i d o  en p r o t e f n a s  t o t a l e s ,  tambign p re sen t ado  
en l a  misma Tabla 7 y  expresado en mg por mg de peso s eco ,  muestra 
u n  mlximo a  10s  25 d f a s ,  decrec iendo  luego .  
E n  l a  f i g u r a  X fl s e  g r a f i c a n  10s v a l o r e s  de p r o t e f n a s  t o t a l e s  
por mg de t e j i d o  e p i d i d i m a r i o  y  muscular .  
- !.* La concen t r ac i6n  r e l a t i v a  de p r o t e f n a s  de l  epidfdimo sube a b r u p t a -  
- .. 
m .  
mente a  10s  20 d i a s  d g  edad (220% r e s p e c t o  del  v a l o r  de 10s  15 d f a s ,  
p 0.005) y luego ba j a  l en tamente ,  encontrdndose a  1 0 s  50 d f a s  u n  
v a l o r  de 68 ug/mg t e j i d o ,  o  sea  u n  poco mbs de l  dob le  d e l  v a l o r  i n i -  
c i a l ,  que, por o t r a  p a r t e ,  c o n s t i t u y e  au'n mds del  dob le  d e l  va'lor 
ob t en ido  a  10s  90 d f a s  (28 ,7  ug/mg d e  t e j i d o ,  p 0 .005) .  Los v a l o r e s  ,':d 
de p r o t e f n a s  p r o s t d t i c a s  mostraron tin p e r f i l  en t o d o s e m e j a n t e  a1 
del  epididimo ( d a t o s  no p re sen t adas  a q u f ) .  Las p r o t e f n a s  muscu la res  
' . I - 
( t e j i d o  i n e s p e c f f i c o )  no muestran cambios a p r e c i a b l e s  d u r a n t e  e s e  
l a p s o .  ,?j 
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F I G U R A  X I 1  
Contenido en protefnas t o t a l e s  del epidtdimo y t e j i d o  muscular esque- 
l 6 t i c o  en ratas prepfiberes. 
Los resultados se  expresan en ug por mg de t e j i d o  h~medo, y fueron 
obtenidos por trip1 icado. 
2 )  C o n t e n i d o  en ADN e  i n c o r p o r a c i 6 n  i n  v i t r o  de  1 4 ~ - ~ i ~ i d i n a  e  
t r o z o s  de e p i d f d i m o  de d i f e r a f i t e s  edades.  
La f i g u r a  XIII p r e s e n t a  10s v a l o r e s  h a l l a d o s  p a r a  l a  c o n c e n t r a c i d n  de 
ADN en ug de b c i d o  d e s o x i r r i b o n u c l e i c o ,  med ido  p o r  mg de t e j i d o  seco.  
Se n o t a  un i m p o r t a n t e  i n c r e m e n t 0  d e l  d c i d o  n u c l e i c o  e n t r e  10s  15  y 
25 d f a s ,  s e g u i d o  p o r  una d i s m i n u c i 6 n  c a s i  s i m g t r i c a .  
C o n t r a s t a n d o  con  l o  e v i d e n c i a d o  en e l  e p i d f d i m o ,  e l  ADN med ido  en 
mdscu lo  e s q u e l e t i c o  o  p r d s t a t a  no  r e g i s t r 6  f l u c t u a c i o n e s  a1  e x p r e -  
s a r s e  10s d a t o s  en mg de ADN p o r  mg de t e j i d o  hdmedo c o r r e s p o n d i e n t e .  
9 
( T a b l a  8 ) .  Tambign se v e r i f i c d  que e l  c o n t e n i d o  t o t a l  e p i d i d i m a r i o  
en ADM ( u g  p o r  6 r g a n o )  c r e c f a  mds v e l o z m e n t e  e n t r e  10s 15  y 25 d f a s  
que en edades p o s t e r i o r e s .  ( vgase  T a b l a  8 ) .  
F i n a l m e n t e ,  p a r a  amp1 i a r  e l  e s t u d i o  de l a  a c t i  v i d a d  p r o l i f e r a t i v a  
en e l  e p i d f d i m o  p r e p u b e r a l ,  se m i d i 6  l a  i n c o r p o r a c i d n  i n  v i ' t r o  
14 de . C-T i rn i d i na  a1 ADN. La f i g u r a  XI11 ( t r a z o s  p u n t e a d o s )  i l u s t r a  
10s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s .  Tambign vemos a q u f  un  mdximo de a c t i v i d a d  
de i n c o r p o r a c i 6 n  a  10s 2 5  d f a s  de edad. Cabe s e f i a l a r  e l  descenso  
p r o n u n c i a d o  en l a  i n c o r p o r a c i d n  d e l  n u c l e d t i d o  marcado a  p a r t i r  
de 10s 30 d i a s ,  ( 0 . 0 0 1  p  0.005 p a r a  10s v a l o r e s  de 25 y 30 d.fas), 
edad que c o i n c i d e ,  como hemos v i s t o ,  con un m in imo  de and r6genos  
t o t a l e s  en e l  e p i d f d i m o .  
E s t o s  d a t o s  p r o v e e n  e v i d e n c i a  a d i c i o n a l  a c e r c a  de l a  e x i s t e n c i a  
de una onda p r o l i f e r a t i v a  en  e l  e p i d f d i m o  de l a  r a t a  a l r e d e d o r  de 
10s 2 5  d i a s  de  edad. 
/ 
mg p te j .  
seco 
F I G U R A  X I 1 1  
Edad Was) 
Contenido en ADN (trazos .llenos), e incoreoraci6n in vitro d e  
- - 
1 4 c - ~ i n i d i n a  en el epididino de ratas prepdberes. 
Los resultados corresponden a1 promedio de tres determinaciones 
separado SE .Se utiliz6 el siguiente ndmero de aninales para 
cada grupo:15d:15 ratas,20d.:12, 25d.:10, 30d.:8,40de:5, 50d.:4 ratas 
0.05 v s  15 d'ias 
0.05 v s  40 dias 
0.05 vs 2 0  y 3 0  dias. 
TABLA 8 
C o n t e n i d o  en  ADN e n  1 o s . n f c l e o s  de e p i d f d i w o s ,  p r 6 s t a t a  y mQsculo  e s q u e l e t i c o  de 
r a t a s  p r e p o b e r e s .  
EPIDIDIMO PROSTATA 
(ug  ADN/mg t e j i d o  hfmedo + - 
MUSCULO 
1 .  
Se u t i l i z d  e l  mismo nOmero de a n i m a l e s  que 1 0 s  d a t o s  p r e s e n t a d o s  en l a  F i g u r a  X I 1 1  
3 )  H i s t o l o g f a  .de e p i d f d i m o s  de d i f e r e n t e s  edades p r e p u b e r a l e s  
En l a  f i g u r a  X I V  se m u e s t r a n  f o t o g r a f f a s  de c o r t e s  h i s t o l b g i c o s  
t r a n s v e r s a l e s  de c u e r p o  de e p i d f d i m o .  En l a  T a b l a  9 e s t d n  1 0 s  d a t o s  
c o r r e s p o n d i e n t e s  a  l a  m e d i c i 6 n  de 10s d i i m e t r o s  d e l  t 6 b u l o  y 
l , u m e n { . e p i d i d i m a r i o ,  a s i  como e l  n h e r o  de f i g u r a s  m i  t d t i  c a s  c o r -  
r e s p o n d i e n t e  a  cada edad. 
I Los d a t o s  m u e s t r a n  un  c r e c i m i e n t o  u n i f o r m e  y p r o g r e s i v o  de  1 0 s  
t f i b u l o s  y de l a  a l t u r a  c e l u l a r  a  l o  l a r g o  de l a s  edades  a n a l i z a d a s  
I y c o n t r a s t a n  de a l g u n a  manera con e l  b r u s c o  e n s a n c h a m i s n t o  d e l  
lumen e v i d e n c i a d o  a  10s 15 -20  d i a s  y l u e g o  a  10s  40-50  d f a s .  
La d i f e r e n c i a c i d n  p r o g r e s i  va d e l  s e c t o r  a p i c a l  d e l  e p i  t e l  i o  e p i -  
d i d i m a r i o  se  puede o b s e r v a r  en  l a s  f o t o m i c r o g r a f f a s : A 1 g u n a s  
e s t e r o c i l i a s  a p a r e c e n  y a  e n t r e  10s 20 y 2 5  d f a s  ( A  y B),  aunque 
I son mbs abundan tes  en  l a s  c e l u l a s  d e l  6 rgano  de  30 d f a s  ( C ) .  
A 10s  40 d f a s  de edad ( D ) ,  e l  e p i t e l i o  ha a d q u i r i d o  u n  g r a d o  d e  
d e s a r r o l l o  comparab le  a 1  d e l  a n i m a l  de 90 d i a s  (E). V a c u o l a s  s i -  
t u a d a s  en l a  r e g i 6 n  s u p r a n u c l e a r  d e l  citoplasma,presumiblemente 
e l  a p a r a t o  de G o l g i ,  y a  e r a n  v i s i b l e s  a  10s 25 d f a s ,  m u l t i p l i c b n -  
dose p o s t e r i o r m e n t e  c o n f o r m e  e l  e p i t e l i o  i b a  d e s a r r o l l b n d o s e .  
Los n t i c l e o s  o v o i d a l e s ,  que p r e s e n t a b a n  p l i e g u e s  y zonas  de croma-  
3 t i n a  d i  spe rsa ,  no  m o s t r a r o n  v a r i a c i o n e s  i m p o r t a n t e s  d u r a n t e  e l  
p e r f o d o  examinado.  
En l o  que se r e f i e r e  a  a c t i v i d a d e s  m i t 6 t i c a s ,  c o n v i e n e  h a C e r l  
n o t a r  que l a s  f i g u r a s  o b s e r v a d a s  en e l  a n i m a l  de 25 d i a s  d u p l i c a -  
r o n  en nSmero a  l a s  de t o d a s  l a s  demtis edades a n a l i z a d a s  
F I G U R A  X I V  
Cartes h i  st01 dgi cos transversal es de cuerpo epid i  dimario 
de ratas de d is t in tas  edades. 
A ) Rata de 20 dfas 
B ) Rata de 25 dfas 
C ) Rata de 30 dfas 
D ) Rata de 40 dfas 
E ) Rata adulta (90 dfas) 
F ) Espermdtides en l a ,  l u z  
tubular en ra tas  de 25 dfas, 
F I G U R A '  

TABLA 9 
D idmet ros  t u b u l a r e s  y l u m i n a l  es d e l  cue rpo  e p i d i d i m a r i o  e n  l a s  
d i s t i n t a s  edades de l a  r a t a .  Nfmero de m i t o s i s  
DIAMETRO 
T i i bu lo  
(urnla 
Lumen 
t 
a :  Promedio de 20 m e d i c i o n e s  - SE. Los c o r t e s  se o b t u v i e r o n  de 
t r e s  an ima les  d i s t i n t o s  de cada grupo.  
b: Corresponde a 1  nfmero  de c g l u l a s  en  p r o c e s o  de d i v i s i 6 n  m i t b -  
t i c a  d e t e c t a d o  en c o r t e s  no c o n t i g u o s  de e p i t e l i o  de c u e r p o  
e p i d i d i m a r i o .  
Y I I  - B P a r d m e t r o s  Func+ona les .  
P o r  o t r a  p a r t e ,  a  p a r t i r  de  10s  25 d f a s  apa recen  c e l u l a s  g e r m i n a l e s  
en  l a  l u z  t u b u l a r [ )  A e s t a  edad se  o b s e r v a  l a  p r e s e n c i a  de e s p e r m a t o -  
c i t o s  m e i 6 t i c o s ,  m i e n t r a s  que a  10s 40 d f a s  y a  e s t a b a n  p r e s e n t e s  
a l g u n a s  e s p e r m d t i d e s  e s f g r i c a s .  
A c i d o  S i d l i c o  
Es c o n o c i d o  (120)  , que e l  d c i d o  N - a c e t i l  n e u r a m f n i c o  o  d c i d o  
s i d l i c o  se e n c u e n t r a  en c o n c e n t r a c i o n e s *  a p r e c i a b l e s  en e l  e p i -  
d f d i m o  ,lya que es  s e c r e t a d o  p o r  l a s  c 6 l u l a s  e p i d i d i m a r i a s ,  y 
p robab lemen te  e s t d  u n i d o  a  p r o t e f n a s  en  e l  f l u f d o  s e m i n a l  y en  el  
acrosoma d e l  e s p e r m a t o z o i d e  (56,121 ) .  
L a  c o n c e n t r a c i 6 n  de s i a l o p r o t e f n a s  en e l  p lasma e p i d i d i m a r i o  a l o  
l a r g o  d e l  c o n d u c t 0  va c r e c i e n d o  a  expensas  de l a  d e l  e s p e r m a t o z o i d e .  
E s t e  se  e n c u e n t r a  a s f ,  en l a  p a r t e  caudaq, empobrec ido  de  s i a l o -  
p r o t e f n a s ,  y como es  en e s t a  p a r t e  d i s t a l  d e l  e p i d f d i m o  donde 
se 10s  e n c u e n t r a  maduros y  a p t o s  p a r a  f e r t i l i z a r  e l  huevo,  se  ha 
p o s t u l a d o  ( 5 6 ) ,  que e s t a  p e r d i d a  de s i a l o p r o t e f n a  p o r  e l  ac rosoma 
p o d r r a  e s t a r  r e l a c i o n a d a  c o n  l a  m a d u r a c i 6 n .  
De a l l ¶  l a  i m p o t a n c i a  d e  e s t u d i a r  l a  e x i e t e n c i a  o  a p a r i -  
c i b n  d e  Bc ido  s l a l i c o  e n  e l  b r g a n o  p r e p u b e r a l  q u e  e e  0 8 t h  p r e -  
I 
p a r a n d o ,  e s t i m u l a d o  p o r  10s  a n d r b g e n o s ,  a  r e c i b i r  10s p r i m e r o s  
I e s p e r m a t o z o i d e s .  
Cabe  s e f l a l a r ,  p o r  o t r a  p a r t e ,  q u e  l a  a n d r t i g e n o - d e p e n d e n -  
c i a  d e l  Acido s i S l i c o  e s t &  c o n t r o v e r ' t i d a :  a l g u n o s  i n v e e t i g a d o r e e  
I (122 ,  1 2 3 ,  1 2 4 )  m o s t r a r o n  q u e  10s n i v e l e e  d e  e . i a t o p r o t e ¶ n a  s o n  
I e e n s i b l e s  a  f l u c t u a c i o n e s  d e  10s  a n d r b g e n o e ,  y q u e  l a  c a s t r a c i b n  p r o v o c a  una r e d u c c i b n  a p r e c i a b l e  en e l  c o n t e n i d o  d e  Bc ido  eiB- 
I 1 i c o  d e  l o e  b r g a n o e  e e x u a l e e  a c c e e o r i o s  d e  l a  r a t a  m a c h o .  Ee- 
I t e  e s  p a r c i a l m e n t e  r e s t a u r a d o  p o r  l a  a d m i n i r t r a c i t i n  d e  p r o p i o -  
na t o  d e  t e s t o s t e r p n a  (124 ) .  S i m  e m b a r g o , . o t r o e  gruporr  (125 ,126 ,  
I 1 1 9 )  no  p u d i e r o n  d e t e c t a r  c a m b i o e  e n  10s  n i v e l e e  dedaidoel! lcoen 
a n i m a l e e  c a s  t r a d o s ,  e s p e c i a l m e n t e  e n  p r i m a t e s .  
I 
En b a s e  a  e s t o s  a n t e c e d e n t e s ,  s e  m i d i e r o n  10s n i v e l e s  
d e  N A N  t o t a l  e a  h i d r o l i z a d o s  d e  t e j i d o  e p i d i d i m a r i o ,  c o n  e l  ob-  
j e t o  d e  d e t e r m i n a r  s i  l a  m a y o r  p r o d u c c i 6 n  d e  m e t a b o l i t o e  5a y / o  
3 - 0 1 - r e d u c i d o s ,  e v i d e n c i a d a  a n t e r i o r m e n t e  ( e ecc i6n .V)  , e n  l a  e d a d  
p r e p u b e r a l  t r e e  a p a r e j a d o  a l g d n  c a m b i o  e n  d i c h o e  n i v e l e s .  
En l a  T a b l a 1 0  s e  p r e s e n t a n  108 d a t o ~  c o r . r e ~ p o n d i e n t e e  
.m a 
a1  NAE(/lOOmg p r o t e f n a  a  l a s  d i s r t l n t ae  e d a d e s .  Lo6  v a l o r e s  e n c o n -  
t r a d o s  s o n  r e l a t i v a m e n t e  a l t o s  d e s d e  t e m p r a n a  e d a d ,  7 1 p m o 1 / 1 0 0 m g  
p r o t e l n a  p a r a  10s  1 5  d l a s ,  a1 c o m p a r 8 r e e l o e  c o n  10s d e  l a  r a -  
t a  a d u l t a  (90,umo1/100 g )'. E s t e  t i l t i m o  v a l o r  c o i n c i d e  p o r  o t r a  
p a r t e  aon e l  e n c o n t r a d o  p o r  R a j a l a k s h m i  y P r a e a d  (127) .  q u e  f u e  
99pmo1/100g  t e j .  
De t o d a s  m a n e r a ,  e l  c o n f e n i d o  e n  ~ t A ~ / p r o t e f n a  e s t &  11- 
g e r a m e n t e  a u m e i l t a d o  a  10s 2 5  d f a s (  P<0. 0 5  e n t r e  2 0  y 25 d l a e ) ,  
m i e n t r a s  q l  c o a t e n i d o  p o r  Urgano  c r e c e  s i n  d i e c o n t i n u i d a d ,  d e -  
t e c t h a d o s e  30  v e c e s  m 8 s  , u r n o l e s  p a r a  l a  r a t a  d e  90 d I a e  q u e  pa -  
r a  l a  d e  1 5  d f a s .  
5) G l i c e r i l f o s f o r i l c o l i n a  (GPC) 
R a c e  y a  b a s t a n t e  t i e m p o  me d e e c r i b i 6  a La g l i c e r i l f o r s f o r i l -  
c o l i n a  ( G P C )  c o m o  un i m p o r t a n t e  c o n m t i t u y e n t e  d e l  f l u f d o  e p i d i d i -  
m a r i o  ( 1 2 8 ) .  
I n c l u s o  s e  d e m o s t r b  q u e  e l  e p i d l d i m o ,  y no  e l  t e s t f o u l o ,  
( ( 1 2 9 )  p r o v e l a  d i c h a  G P C  a1 s e m e n ,  y a  e e a  f o r m a n d o l a  a  p a r t i r  
d e  p r e c u r e o r e s  c o m o  l e c i t i n a  o  p l a s m a l b g e n o  d e  c o l i n a ,  o  b i e n  
p o r  s f n t e s i s  d e  novo  (130) .  Se  p l a n t e a  l a  p o s i b i l i d a d  d e  qU8 l a  
GPC t s f l ga  un s f e c t o  e s t a b i l i a a d o r  Bob re  10s  e s p e r m a t o t o i d e s ,  y / o  
c o n t r i b u y a  a  m a n t e n e r  e l  equilibria o s m U t i c o  l u m i n a l ,  ya  q u e  du-  
r a n t e  e l  t r a y e c t o  d e l  f l u f d o  s e m i n a l  a l o  l a r g o  d e l  c o n d u c t 0  
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epididimario se va absorbiendo NaC 1  (1 2 9 , 1 3 1 ) . 
3 T a m b i e n  se  d e m o s t r b  ( 1 3 2 ,  1 3 1 )  q u e  10s n i v e l e s  d e  QPC e e -  
tsln b a j o  i n f l u e n c i a  a n d r o g B n i c a ,  y a  q u e  s u  . f o r m a c i b n  e e  d e t e n i d a  
1 p o r  l a  c a s t r a c i b n  y  r e s t a u r a d a  l u e g o  p o r  s d m i n i ~ t r a c i b n  d e  t e a t o s -  
t e r o n a .  
I 
T o m a n d o  e n  c u e n t a  e s t o s  h e c h o s ,  s e  i n v e s t i g a r o n  10s  n i v e l e s  
I d e  GPC e n  e l  t e j i d o  e p i d i d i m a r i o  d e  r a t a s , p r e p f i b e r e s ,  p a r a  v e r  
s i  e x i s t l a  a l g u n a  r e l a c i b n  e n t r e  e l  e s t a d o  h c r m o n a i  c o r r e s p o n d i e n t e  
a  d i c h a  e t a p a ,  y  l a  s e c r e c i b n  d e  a q u e l l a  s u s t a n c i a .  
La T a b l a  1 1  m u e s t r a  1 0 s  n i v e l e s  de G P C  ( e n  nmoles  por p e s o  d e  
t e j i d o  y p o r  6 r g a n o ) ,  j u n t o  con 10s pesos d e  10s e p i d f d i m o s  
u t i l i z a d o s .  
O b s e r v a m o a  una c o n c e n t r a c i b n  d e  G P C  miis a l t a  p a r a  l a s  r a -  
m t a s  d e  1 5  d f a s  q u e  p a r a  l a s  d e  2 0  y  30  d l a a ,  p e r f o d o  e n  q u e  se 
m a d t i e n e  a p r o x i m a d a m e n t e  c o n s t a n t e ,  p a r a  l u e g o  a u m e n t a r  d e c i d i -  
) d a m e n t e  a  p a r t i r  d e  10s 4 0  d f n s .  
E s t e  a u m e n t o  c o n  l a  e d a d  s e  e v i d e l l c i a  m & s  n f t i d a m e n t e ~ s i  s e  
i 6 
a n a l i z a  e l  c o n t e n i d o  d e  GPC p o r  8 r g a n o  p a r a  c a d a  l o t e  ( T a b l a  1 ) ,  
( y  e s t a  c o r r o b o r a d o  p o r  d a t o s  d e  B r o o k s  e t  a 1  ( 1 3 6 )  q u i e n  i n f o r m 6  
I una r e l a c i b n  d e  1 a  5 e n t r e  l a  GPC p o r  m i l i g r a m o  d e  t e j i d o  e p i -  
d i d i m a r i o  d e  r a t a s  d e  1 9  y  6 0  d f a s  r e s p e c t i v a m e n t e .  
I La c o n c e n t r a c i b n  d e  GPC p o r  m g  d e  p r o t e l j a a  I 
I s i g u e  e l  p e r f i l  d e  G P C  p o r  u n i d a d  d e  p e s o  t i s u l a r ,  s i  b i e n  d e  ma-  
n e r a  mas a t e n u a d a .  L o s  n i v e l e s  m a s  b a j o s  s e  o b s e r v a n  e n  e s t e  c a -  
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s o  a  10s 30 d l a s  d e  e d a d ,  y no a  l o e  2 0  d f a e  c o m o  a 1  e x p r e s a r  
l a  c o n c e n t r a c i b n  p o r  u n i d a d  d e  p e s o .  
S e  i n f i e r e  d e  e s t o s  d a t o e  q u e  l a  e e c r e c i b n  d e  OPC 6 9  h a l l a  
e n  e s t a d o  m a s  b i e n  l a t e n t e  d u r a a t e  l a  e d a d  p r e p u b e r a l ,  n o t h n -  
d o s e  i n c l u s o  una c i e r t a  d e p l e c i b n  e n t r e  10s 20 y  30 d f a s  d e  e -  
d a d .  
Una i m p o r t a n t e  p r o v i s i b n  d e  a n d r b g e n o  (DHT?) o  a l g 6 n  o t r o  
f a c t o r  i n e x i s t e n t 0  h a s t a  l a  a d u l t e z  p a r e c e  e e r  n e c e s a r i o  p a r a  
una  e f n t e s i s  d e  G P C  m a s  a c e n t u a d a ,  y a  q u e  a  l d e  50  d f a s  e l  e-  
p i d f d i m o  d e  l a  r a t a  s b l o  l l e g a  a p r o d u c i r  l a  c u a r t a  p a r f e  d e  l o e  
v a l o r e s  r e g i s t r a d o s  e n  l a  c a b e z a  d e l  e p i d f d i m o  a d u l t o  ( 6 1  v e ,  
1 9 2  n m o l e s / m g  p r o t e f n a )  (132) .  
6 )  A n a l i s i s  d e  C i n c  e n  t e j i d o  e p i d i d i m a r i o  p r e p u b e r a l .  
S e  s a b e  d e s d e  h a c e  m u c h o  (133 )  q u e  e l  Zu 8 8 t h  p r e e e n t e  e n  
e l  t r a c t o  g e n i t a l  masculine e n  a l t f o i m a s  c o n c e n t r a c i o n e s ,  e e p e -  
c i a l m e n t e  en  e l  p r b s t a t a  d o r s o - l a t e r a l  ( 134 )  e n  d o n d e  se  l o c a l i z 6  
p o r  m e t o d o e  h i s t o q u f m i c o s  (135 )  e n  l a  p a r t e  a p i c a l  d e l  c i t o p l a s -  
m a ,  a p a r e n t e m e n t e  a s o c i a d o  a  una  o r g a n e l a  no  r e l a c i o n a d a  c o n  
e l  a p a r a t o  d e  Golg i  (136) .  
T a n t o  l a  c a p t a c i b n  d e  6 5 ~ n  c o m o  e l  c o n t e n i d o  eodbgea ' o  d e  es -  
t e  c a t i b n  e n  e l  t e j i d o  p r o s t a t i c o ,  p a r e c e n  e s t a r  s u j e t o s  a  r e g u l a -  
c i b n  h o r m o n a l  ( 1 3 7 , . 1 3 8 , 1 3 9 ) ,  e x i s t i e n d o  g e n e r a l m e n t e  una  r e -  
u l a c i b n  i n v e r s a  e n t r e  l a  r e s p u e s t a  d e  d i c h o e  p a r a m e t r o s  a n t e  un 
d a d o  t r a  t a m i e n  t o  h o r m o n a l .  
La c a s t r a c i b n  p r o v o c a  e n  t o d o e  10s c a s o s  una  c a f d a  e n  
10s n i v e l e s  d e  Zn.  La' t e s t o s t e r o n a  adminf  e t r a d a  a  r a t a e  a d u l t a s  
i n t a c t a s  d i s m i o u y e  l a  c a p t a c i b n  6 b ~ n  e n  e l  t e j i d o  ( p r o b a b l e m e n -  
t e  e s t o  s e  d e b a  a  s a t u r a c i b n  d e  s i t i o s  d e  u n i b n  d e l  c a t i b n  a 
c i e r t a s  p r o t e f n a s  ) ( 1 4 0 ) ,  m i e n t r a s  l a  r e s t i t u y e  e n  a n i m a l e s  c a s -  
t r a d o s  y no  p r o d u c e  ningfin e f e c t o  e n  r a t a s  i n m a d u r a s  i n t a c t a s .  
S in  e m b a r g o ,  la t e s t o e t e r o n a  a d m i n i s t r a d a  a  r a t a s  m a c h o  
c a s t r a d a s  i n m a d u r a s  p r e v i e n e  l a  c a f d a  e n  l a  c a p t a c i b n  d e  6 5 ~ n  
p r o v o c a d a  p o r  l a  o r q u i d e c t o m l a ,  y e l  1 7  $ - e a t r a d i o 1  l a  aurnen-  
ta  a  n i v e l e s  d e  r a t a  a d u l t a  i n t a c t a ,  s i n  r e ~ t i t u i r s e  e l  t r o f i s m o  
d e  10s b r g a n o s .  
Cabe  s e R a l a r  que  e l  1 7  $ - e s t r a d i o l  p r o v o c a  una  c a f d a  e n  
10s n i v e l e s  d e  Zn en  10s a n i m a l e e  m a d u r o s  i n t a c t o s .  
- 
T a m b i e n  e l  Zn t e s t i c u l a r  p a r e c e  a e r  s e n s i b l e  a  c i e r t a s  h o r -  
m o n a s  p e p t l d i c a s  c o m o  l a  p r o l a c t i n a ,  LEI, HCG y FSH ( 1 3 8 , 1 5 9 ) .  
p o s t u l l n d o s e  q u e  e l  a u m e n t o  d e  c a p t a c i b n  d e  " Z ~ I  t e ~ t i c u l a r  p r o -  
v o c a d o  p o r  LH e n  a n i m a l e s  h i p o f i s e c t o m i z a d o s ,  se  d e b e  a  un i n -  
c r e m e n t ~  e n  l a  r e l a c i b n  a n d r o s t e n e d i o n a / t  e e t o s t e r o n a ,  mie  n t r a a  
l a  d e p l e c i b n  d e  l a  c a p t a c i b n  p o r  F S H  s e  d e b e  a  p r o d u c c i b n  i n -  
c r e m e n t a d a  d e  e s t r 6 g e n o s  en  l a s  c & l u l a s  d e  S e r t o l i ,  con  e l  con-  
s i g u i e n t e  e f e c t o  i n h i b i t o r i o .  
La p r o l a c t i n a ,  a c t u a n d o  e i n e r g i c a m s n t e  c o n  LH, p a r e c e  t e -  
n e r '  t a m b i e n  i m p o r t a n t e s  e f e c t o s  e s t i m u l a t o r i o s  a o b r e  l a  c a p t a -  
c i b n  d e  6 5 ~ n  e n  1s p r 6 s t a t a  d o r s o - l a t e r a l  (138) .  
I - . . - 1  '-.;;r. -- . 
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P e s e  a t o d o s  e s t o s  e s t u d i o s ,  r e c o p i l a d o e  par D- B y a r  (1411,  
l a  f u n c i b n  d e l  Zn e n  e l  t r a c t o  m a e c u l i n a  no e a t 6  b i e n  e a c l a r e c i -  
d a .  
P o r  u n  l a d o ,  La p r o s t a t e c t o m f a  d o r e o - l a t e r a l ,  c o n  La c o n -  
s i g u i e n t e  d i s m i n u c i d n  d e  l a  c o n c e n t r a c i b n  Z n  e n  e l  e y a c u l a d o ,  
no  a l t e r a  la  f e r t i l i d a d  n i  l a  f e c u n d i d a d  ( 1 4 2 ) ,  h e c h o  q u e  l l e v b  
a  p o s t u l a r  q u e  l a s  a l t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  Zn e n  e l  t r a c t o  ge -  
n i t a l  m a s c u l i n o  8610 r e p r e a e n t a n  un r e m a n e a t e  e v o l u t i v o  a r c a i -  
a a ,  ycr c a r e n t e  d e  i m p o r t a n c i a  f u n c l o n a l .  (142)  
Sin e m b a r g o ,  B e r t r a d d  y V l a d e s c o  (133 )  d e t e c t a r o n  n i v e -  
I l e s  a u m e n t a d o s  d e  Zn e n  e l  t e s t l c u l o  d e  l o e  c o n e j o a  d u r a a t e  l a  
e p o c a  d e  a p a r e a m i e n t o ,  m i e n t r a a  T i m m  y  S c h u l z  ( 143 )  e n c u e n -  I t r a n  q u e  e l  EDTA, c o m p l e j a n t e  d e l  c a t f u n ,  p r o d u c e  d e f i c i e n c i a s  
t e e t i c u l a r e s .  
O t r o s  a u t o r e s  ( 1 4 4 ) .  d e m u e s t r a  .A 10s  r e q u e r i m i e n t o s  de Z n  
p a r a  uu e f i c a z  de rsa r ro l lo  d e  La s s p s r m a t o g 6 n e e i s  y s u p e r v i v e n -  
c i a  d e l  e p i t e l i o  germinative, y Q u i n n  ( 1 4 5 )  l o g r b  i u h i b i r  f u e r t e m e n -  
a  la  DNAsa I d e  e s p e r m a t o z o i d e  d e  c a r n e r o  , c o n  Zn I O - ~ M .  
Como e l  c o n t e n i d o  en D B A  d e l  e s p e r m a t o z o i d e  p a r e c e  e s t a r  
r e l a c i o n a d o  d i r e c t a m e n t e  con  l a  f e r t i l i d a d ,  l a  d e g r a d a c i u n  d e  d i -  
c h a  S c i d o  n u c l e i c o  p o d r f a  e e t a r  c o n t r o l a d a  f i s i o l b g i c a m e n t e  c o n  
a d e c u a d o s  n i v e l e s  d e  Zn e n  La c 8 l u l a .  
P o r  f i l t imo  s e  d e m o s t r b  e n  n u e s t r o  l a b o r a t o r i o  ( 1 1 3 )  q u e  e l  
~ n + +  e r a  un i n h i b i d o r  " in  v i t r o i i  d e  l a  5  a - r e d u c t a e a  e p i d i d i m a -  
r i a ,  c o m o  l o  e r a  p a r a  s u  h o m b l o g a  p r o s t a t i c a  ( 115 ,  211 ) .  
- 
s u g i r i 6 n d o e e  aef  q u e  e l  Z n ,  e v e n t u a l m e n t e  un ido  a  f a c t o r e a  
I ' 
p r o t e i c o s  ( 1 4 6  .,,I48 ), p o l i p e p t f d i c o e  ( 1 4 7  * * ) O *  p o l i s q c a -  
r i d o s  b c i d o s (  1 4 0 '  ) , -cona t i tuya  uno d e  l o e  m e c a n i e m o a  d e  
r e g u l a c i b n  ck e s t a  env ima .  
E e t o  t e n d r i a  i m p o r t a n t e e  c o n e e c u e n c i a e  a 1  c o n t r o l a r e e  
a s f  l a  p r o d u c c i b n  d e  m e t a b o l i t o e  5 a  - r e d u c i d o e .  A e e t e  r e s -  
p e c t o  e s  i n t e r e e a n t e  r e m a r c a r  que  H a b i b  y 0011.' ( 1 4 9  ) 
d e m o s t r a r o n  que  en l a e  h i p e r t r o f i a a  y c a r c i n Q ' m a s d e  p r b s t a -  
t a  h u m a n a s ,  donde  p o s i b l e m e n t e  e a t e n  f a l l a n d o  10s  m e c a n i s -  
moe  d e  c o n t r o l  f i s i o l b g t o o s ,  l a  a c u m u l a c i b n  de Zn e a t &  d i -  
r e c t a m e n t e  r e l a c i o n a d a  c o n  l a  c o n c e n t r a c i b n  d e  DHT y no 
d e  T e e t o e t e r o n a ,  en e l  t e j i d o .  
T o d o s  e s t o s  h e c h o s  j u s t i f i c a n  e l  m e d i r  Zn e n d b g e n o  en 
r a t a a  p r e p h b e r e s ,  t a n t o  d e l  pun to  d e  v i s t a  r e g u l a t o r i o  d e  
e n z i m a e ,  c o m o  e l  d e  l a  p r e p a r a c i b n  d e l  e p i d f d i m o  a  r e c i b i r  
10s e s p e r l l n ~ t o y o i d e e  d e l  t e s t f c u l o ,  y t a m b i e n  c o m o  r e f l e -  
jo d e  l a  e i t u a c i b n  h o r m o n a l  d e  e s e  p e r f o d o ,  a1  s e r  l a  con-  
c e n t r a c i b n  d e  Zn t i s u l a r  r e g u l a b l e  p o r  h o r m o n a s  e e t e r o i d e a e  
y p e p t f d i c a s .  
L o s  r e e u l t a d o s  d e  l a e  m e d i c i o n e s  d e  Zn e n d 6 g e n o  en  t e -  
j i d o s  e p i d i  b i m a r i o s  a l a a  d i a t i n t a e  e d a d e e  p r e p u b e r a l e s  e e  
m u e s t r a n  e n  la  T a b l a  12 y e n  l a  F t g u r a  X V  
C o r r e s p o n d e n  a1 p r o m e d i o  d e  d o e  e x p e r i m e n t o s  d i f e r e n t e e ,  
r e a l i ~ . a d o s  p o r  t r i p l i c a d o .  
- w * 4  
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Concent rac i6n  enddgena de Zn en t e j i d o  e p i d i d i m a r i o  a  l o  l a r g o  
de l a  edad p r e p u b e r a l .  medida p o r  absorc idn  a tbmica .  
Edad (dras) 
A p a r e c e  un a l t o  v a l o r  e n  e l  c o n t e n i d o  d e  Zn p o r  lOOmg 
d e  p r o t e f n a  a  10s 20 d f a e  d e  e d a d ,  e l  c u a l  c a s i  t r i p l i c a  10s va -  
l o r e s  a n t e r i o r e s  y p o e t e r i o r e s  ( 3 0 ~ g / 1 0 0 m g  p r o t e f n a s  c o n t r a  8 
y g / l O O m g  p r o t e f n a s  a p r o x i m a d a m e n t e ) .  
S in  e m b a r g o ,  f u e r a  d e  e e e  p i c o ,  e l  c o n t e n i d o  d e  Zn e n  e l  
e p i d f d i m o  d e  r a t a s  p r e p u b e r a l e e  e s  a p r o x i m a d a m e n t e  l a  c u a r t a  
p a r t e  d e  10s n i v e l e s  e n c o n t r a d o s  e n  l a  r a t a  a d u l t a  (r lOug/g. te-  
j i d o ,  T a b l a  1 2 ) .  
J 
Cabe  s e f i a l a r  que  P a r i z e k  y c o i l .  ( 2 2 1 ) .  u t i l i z a n d o  a n h l i e i s  
d e  r a d i o a c t i v a c i b n ,  m i d i b  e l  c o n t e n i d o  d e  c i n c  e n  t e s t f c u l o s  d e  
r a t a s  d e  d i s t i n t a s  e d a d e s  y e n c o n t r b  v a l o r e s  mPe b i e n  c o n s t a n -  
t e a  e n t r e  10s 7 y 1 8  d f a s  d e  e d a d .  R e c i e n  a  loe  35 d f a e  l a  c o n -  
c e n t r a c i b n  ( s 2 0 p g / g )  s e  d u p l i c a b a  ( 4 6 + g / g ) .  
S i  b i e n  n o  p o s e e  d a t o s  e n t r e  20 y 3 0  d f a e ,  e l  p e r f i l  d e  c i n c  
t e s t i c u l a r ,  d e p e n d i e n t e  d e l  c o n t e n i d o  d e  e s t e  c a t i b n  e n  10s es-  
p e r m a t o z o i d e s  m a d u r o a ,  p a r e c e  s e r  a l g o  d i s t i n t o  d e l  d e l  e p i d f d i -  
m o ,  a u n q u e  l a s  c o n c e n t r a c i o n e e  s o n  d e l  m i a m o  o r d e n .  
L a s  e v i d e n c i a s  h i s t o l b g i c a e  p e r m i t e n  d e s c a r t a r  p o r  o t r a  p a r -  
t e  c u a l q u i e r  i n t e r v e n c i b n  d e  e s p e r m a t o z o i d e s ,  a 6 n  i n m a d u r o e  e n  
e l  c o n t e n i d o  d e  Zn e p i d i d i m a r i o  a i l t e s  d e  10s 40 d f a s  d e  e d a d .  
7 )  A n a l i s i s  d e  P r o t e f n a s  E p i d i d i m a r i a s  E s p e c f f i c a s '  ( P E E ) .  
D i f e r e n t e s  g r u p o s  d e  t r a b a j o  han  i n f o r m d d o  a c e r c a  de l a  
e x i s t e n c i a  d e  p r o t e f n a s  e p i d i d i m a r i a s  e s p e c l f i c a s  e n  v a r i a s  e s p e -  
c i e s  a n i m a l e s  ( 1 5 0 , 1 1 0 , 1 5 1 , 4 4 ,  
En n u e s t r o  l a b o r a t o r  
d e  p o l i a c r i l a m i d a ,  se  
p r o t e i c a s  e s p e c f f i c a e  
t a n  m o v i l i d a d  d e  p r e - a  
i o  (110) ,  u t i l i t a n d o  e l e c t r o f o r e s i s  e n  
pudo  d e t e c t a r  l a  p r e s e n o i a  d e  t r e a  ban-  
d e  e p i d f d i m o  d e  r a t a  ( P E E ) .  E a t a s  p r e -  
l b l l m i n a s ,  y s e  d e n o m i n a r o n  a r b i t r a r i a -  
m e n t e  C ,  D y  E. 
I En e s t u d i o s  mile r e c i e n t e s  ( 1 5 2 ) ,  se c a r a c t e r i - z a r o n  l a s  p r o -  
I t e f n a s  q u e  p r e s e n t a n  b a j o  p e s o  m o l e c u l a r  (C CZ 23000 ,  D y E  3 5 0 0 0 )  
I s o n  a c f d i c a s ,  (PI :  5.  5 6 ,  5 . 1 2 ,  y 4. 9 5  p a r a  C , D  y E r e s p e c t i v a -  
m e n t e )  y r e a c c i o n a n  c o m o  g l i c o p r o t e i c a s  ( t i n c i b n  d e  PAS p o s i t i -  $:; 
vaJ 
-. 
- 
I - - E l  a n f i l i s i s  e l e c t r o f o r e t i c o  d e  c i t o s o l  d e  e p i d f d i m o  d e  r a -  
t a e  c a s t r a d a s  y  c a s t r a d a s  con  t r a t a m i e n t o  anc i rogen i co  i n d i c a n  
I Ii - g u e  l a  s f n t e e i s  d e  C , D  y E e a  a n d r u g e n o - d e p e n d i e n t e  ( 110 ) .  A i- 
I d e n t i c a s  c o n c l u e i o n e s  se l l e g b  u t i l i z a n d o  l a  t e c n i c a  d e  f i j a c i b n  
d e  c o m p l e m e n t o  con  a n t i s u e r o e  e s p e c f f i c o s  c o n t r a  l a s  P E E  ( (155 ) .  
I SegCin Dyson  y  c o l .  (153) y L u b i c z - N a w r o c k i  ( 154 )  10s  a n -  
I d r 6 g e n o s  c i r c u l a n t e s  s o n  i m p o r t a n t e e  p a r a  e l  d e s a r r o l l o  d e  l a  c a -  
p a c i d a d  f e r t i l i z a n t e  d e  10s e s p e r m a t o z o i d e s ,  y p a r a  e l  m a n t e n i -  
I m i e n t o  d e l  e p i t e l i o  e p i d i d i m a r i o  s e c r e t o r .  
I E s  mfis , una r e c i e n t e  c o m u n i c a c i b n  d e  M. C.  O r g e b i n - C r i e t  . 
y J a h a d  i n f o r m a n  ~ 2 2 3 )  a c e r c a  d e  l a  e s t r i c t a  d e p e n d e n c i a  d e  
I la  m a d u r a c i b n  de  l a  s e c r e c i b n  d e  c i e r t a s  p r o t e f n a s  a1  l u m e n  
) I e p i d i d i m a r i o .  
I 
La s u p o s i c i b n  d e  q u e  l a r  PEE p u e d a n  e e t a r  i n v o l u c r a d a e  
e n  e l  p r o c e s o  d e  m a d u r a c i u n  d e  106 e e p e r m i a t o t o i d e e  t o m b  a[ln 
mils c o n s i s t e n c i a -  c u a n d o  . t 6 c n i c a e  d e  i n m u n o f l u o r e e c e n c i a  (155) 
e v i d e n c i a r o n  una  a e o c i a c i b n  d e  l a s  PEE a  10s  e e p e r m a t o z o i d e s .  
P r o s i g u i e n d o  con  n u e e t r o  e e t u d i o  d e l  e p i d f d i m o  p r e p u b e r a l  
e n  r e l a c i b n  a  8~ e s t a d o  h o r m o n a l ,  a e  d e c i d i b  i n c l u i r  e l  d e s a r r o -  
I 110 o n t o g 6 n i c o  d e  l a s  P E E  c o m o  p a r a m e t r o  d e  l a  a c t i v i d a d  80- 
I c r e t o r i a  a n d r a g e n o - d e p e n d i e n t e  p o r  p a r t e  d e l  e p i t e l i o  e p i d i d i -  
m a r i o .  
1 P a r a  e l l o  s e  p r e p a r a r o n  c i t o e o l e e  d e  e p i d f d i m o e  d e  d t s t f n -  
I I t a s  e d a d e s ,  y s e  a n a l i z a r o n  p o r  e l e c t r o f o r e e i s  en g e l  d e  p o l i a c r i -  
l a m i d a  c o n j u n t a m e n t e  con  up  c i t o e o l  d e  r a t a  a d u l t a .  En  t o d o s  10s 
i c a e o s ,  l a  c a n t i d a d  d e  p r o t e f n a a  c i t o e b l i c a s  t o t a l e s  a p l i c a d a e  a  
c a d a  g e l  ( 6 0 u g / g e l ) ,  f u e  i g u a l ,  o b t e n i B n d o e e  a e l  un p e r f i l  com-  
1 
p a r a t i v o .  
E l  r e s u l t a d o  se o b e e r v a  e n  . l a  f i g u r a  XVI . 
A 10s  1 5  d f a s  d e  e d a d ,  no e e  d e t e c t a  e n  a b s o l u t o  l a  b a n d a  
C ,  s i e n d o  a p e n a s  v i s i b l e  l a  D-E (no e e p a r a b l e e  p o r  e e t a  t e c n i c a ) ,  
A 10s  2 0  d l a s  d e  e d a d  y a  a p a r e c e  l a  C ,  y l a  D E  es  b a s t a n -  
t e  i n t e n s a .  A p a r t i r  d e  e s a  e d a d ,  l a  i n t e n s i d a d  d e  l a s  b a n d a s  va 
a u m e n t a n d o  g r a d u a l m e n t e  e  i n c l u s o  a  10s 40 y 5 0  d f a e  se d i s c r i -  
m i n a n  b i e n  D y E.  Sin  e m b a r g o  B e t a s  f i l t i m a a  no  l l e g a n  a  t e n e r  
l a  i m p o r t a n c i a  o b s e r v a b l e  e n  e l  g e l  c o r r e e p o n d i e n t e  a  l a  r a t a  
a d u l t a .  
Se p u e d e  c o n c l u i r  q u e  l a e  PEE e x i s t e n  d e s d e  t e m p r a n a  e d a d ,  
e v i d e n c i a n d o  p o r  l o  t a n t o  una c i e r t a  a c t i v i d a d  s e c r e t o r i a  e a  e l  e -  
1 tl.. 
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I ) P e r f i  1  e l e c t r o f d r 6 t i c o  de l a s  p r o t e f n a s  e s p e c f f i c a s  e p i d i  d i m a r i a s  
( P E E ) ,  de c i t o s o l e s  d e  r a t a s  d e  d i s t i n t a s  edades .  
Edad 90 50 40 30 25 20 15 dfas 
pidfd imo,  e s  t imulada qudz6 por 10s andregenor  p repubera les .  
En  l a  Tabla 13  s e  muestran 10s n i v e l e s  de PEE determinados  
seg6n l a  t g c n i c a  de f i j a c i d n  de complemento, pues ta  a  punto en 
n u e s t r o  l a b o r a t o r i o  seglrn d e s c r i t o  por Kohane e t  a1 ( 2 2 9  ) .  
Lss d a t o s  corroboran 10s  r e s u l t a d o s  ob t en idos  c u a l i t a t i v a m e n t e  a  
-= p a i t i r  de l a  i n t e n s i d a d  de bandas en g e l e s  de p o l i a c r i l a m i d a :  bI< !- 
.=  - Las p r o t e i n a s  e s p e c f f i c a s  e p i d i d i a a r i a s  ya e s t d n  p r e s e n t e s  
1 
en e l  c i t o s o l  de r a t a  a 1 0 s  20 d i a s  de edad,  y su concen t r ac ibn .  
. L a u m e n t a  s i n  s o b r e s a l t o s  h a s t a  10s  n i v e l e s  a d u l t o s (  5.40 Unidades 
*, - 
- -  x l ~ - ~ / m ~  de p r o t e f n a )  . 
TABLA 13 
P E E  
uax / mg p r o t .  
no d e t e c t a b l e  
t 
1 20 + 0.20  - 0.08 
I a:Los r e s u l t a d o r  se  e x p r e s a n  en u n i d a d e s  ( U )  XIO-' p o r  mg de p r o t e r n a ,  
d e f i n i g n d o s e  una u n i d a d  como l a  c a n t i d a d  de PEE c o n t e n i d a  en 1.4ng 
de p r o t e i n a  e p i d i d i m a r i a  s o l u b l e . ( l 5 2 )  
( D e s a r r o l l o  o n t o g $ n i c o  d e  l a  a c t i v i d a d  d e  l a  5 a - r e d u c t a e a  I 
y 3 - 0 1 - d e s h i d r o g e n a s a e  e n  e l  e p i d f d i m o  d e  l a  r a t a .  C o . r r e -  
l a c i b n  con  e l  t r o f i s m o  y l a  f u n c i b n  d e l  b r g a n o )  
De e s t o s  e s t u d i o s  s u r g e ,  p r i m e r a m e n t e  que  e x i s t e  e n  e l  . 
I 
. , 
r 
e p i d f d i m o  d e  1s r a t a  p r e p f i b e r  una  a c t i v i d a d  m e t a b o l i z a n t e  d e  
l a  t e s t o s t e r o n a  b a s t a n t e  i n t e n e a ,  a 1  e x p r e s a r s e  B s t a  p o r  p e -  
s o  h Q m e d o  d e  t e j i d o .  Mas  aQn, e e  n o t a  un c l a r o  a u m e n t o  d e  
l a s  a c t i v i d a d e s  in v i t r o  d e  l a  5 a - r e d u c t a s a  y 3 - 0 1 - d e e h i d r o g e -  
' T 
, 
n a s a s  e n t r e  10s 2 0  y 3 0  d f r a ,  c o n  un m a x i m 0  a  l o 8  26 d f a e ,  - 
- .y 
" - 
Lo c u a l  r e s u l t a  en  una i m p o r t a n t e  p r o d u c c i b n  n e t a  d e  5 a  - . '  4 
a n d r o s t a n d i o l e s .  P a r e c e  h a b e r  una  s f n t e s i s  e n e i m a t i c e  e e l e c -  
'I 
:e 
t i v a m e n t e  e s t i m u l a d a  r e e p e c t o  d e l  t o t a l  d e  p r o t e f n a a ' ,  p u e s ,  ;;I 
s t  b i e n  B s t a s  e s t P n  e n  p r o p o r o i b n  r e l a t i v a m e n t e  a l t a  r e ~ p e c t o  
m5W.n 1 
d e l  t o t a l  de c o m p o n e n t e e  d e l  p e s o  hfamedo ( F i g  XI1 ), l a  a c -  
iE 
t i v i d a d  e s p e c l f i c a  d e  l a s  e n t i m a e  s i g u e  s i e n d o  m a x i m a  ( F i g u -  
r a s  I X  A y X ) .  En t a n t o ,  l a  a c t i v i d a d  5 a - r e d u c t o r a  t o t a l  
( p o r  b r g a n o )  c r e c e  c o n t i n u a m e n t e  ( F i g  IXB) c o n  l a  e d a d ,  l a  
a c t i v i d a d  d e  l a  3 - 0 1 - d e s h i d r o g e n a s a  p r e s e n t a  una  c u r v a  b i f 8 -  
s i c a .  ( T a b l a  4) .  
Todo  i n d i c a  que  e l  Urgano  p r e p Q b e r  e s t a  c a p a c i t a d o  pa-  
r a  r e s p o n d e r  a  e s t Z m u l o s  h o r m o n a l e s  (43,119), y si  a e u m i -  
* ,  
m o s  l a  a n d r b g e n o - d e p e n d e n c i a  d e  l a s  5 a - r e d u c t a s a  (l@ p a r t e ,  
9 5 )  Y 3 - 0 1 - d e s h i d r o g e n a e a  ( 9 6 , 9 7 , 1 7 3 ) ,  s e  p u e d e  s u p o n e r  que 
s u  e s t i m u l a c i 6 n  t e m p r a n a  aa d e b  a  e f e c t o e  a n d r o g 6 n i -  
Sip e m b a r g o ,  10s  a p o r t e e  t e s t i c u l a r e ~  d e  terr togter-oaa- - - . . . am'. 
' ,- I * ' , C . T -  
no son i m p o r t a n t e e  en e l  momen to  e n  q u e  se r e g i s t r a  l a  ma  
- 
x i m a  a c t i v i d a d  e n z i m a t i c a  i n  v i t r o  (25 d f a s ) ,  ,Tanto n u e s t r o s  
'vm.- 
. - C - 
- 1 "  - 
d a t o s  d e  I ' a d i o i n m u n o e n s a y o  (Tab la  0: c o m o  t r a b a j o s  d s  0- 
t r o s  g r u p o s  ( 1 7 , 1 8 , 1 1 7 , 1 7 4 ,  2 1 8 )  m u e s t r a n  p r e c i s a m e n t e  en 
e s a  e t a p a  d e l  c r e c i m i e n t o  un m f n i m o  d e  T ,  y en n u e s t r o  c a ~ - o ,  
d e  a n d r 6 g e n o s  t o t a l e e  en e l  t e j i d o  eetudba'do,  s t  
L i e n  la  c a n t i d a d  r e l a t i v a  d e  Sa. a n d ' r o e t a n d i o l  e a t 6  a u m e n t a -  
I - 
P o r  lo  t a n t o ,  podemde '  d e d u c i r  q u e ,  o  b i e n  l a '  e s t i m u l a -  
c ibn  a n d r o g e n i c a .  d e  l a e  e n z i m a s  s e  p r o d u c e  m 6 e  t e m p r a n a -  
m e n t e  (10-20 d $ a s ) , c u a n d o  l a  geq r i ec i6n  d e  T + e  i m p o r t a n t e  
. - 
I=. 
( 1 8 , 1 7 4 ,  218 ) ,  y  q u e  a  10s  25 d f a e  e b l o  s e  aprecr ia  e l  f e n 6 -  
meno e s t i m u l a t o r i o  oon re tar do,^ biea que i n t e r v i e n e n  o t r o s  f a c -  
t a r e s  r e g u l a t o r i o s .  T a m p o c o  s e  p u e d e  d e s c a r t a r  l a  o c u r r e n -  
c i a  s i m u l t s n e a  d e  a m b a s  p e s i b i l i d a d e s ,  n i  un e f e c t o  p a r t i c a -  
Lar d e  10s  c o m p u e s t o s  5 a  r e d u c i d o s  t e s t i c u i a r c ? g  ~ f l f e  ?-as. - 
; 4 -- 
a c t i v i d a d e s  e n z i m 4 t i c a s .  
La m e n o r  r e l a c i b n  d io l /DHT e n c o n t r a d a  a l  m e d i r  1 0 s  n i -  
v e l e s  a n d r o g g n i c o s  endbgenos  r e s p e c t o  d e  10s  e n s a y o s  d e  me-  
t a b o l i e a c i b n  -- i n  v i t r o  podr fan  q u i z $  e x p l i c a r s e  en b a s e  a  uaa  
d i s t i n t a  v e l o c i d a d  d e  e l i m i n a c i b n  o  d e g r a d a c i b n  d e l  d i o l  com-  
p a r a d a  con  l a  DHT. A s f ,  e l  d l01  p o d r l a  f o r m a r s e  e n  c a n t i d a d e a  
r e l a t i v a m e n t e  i m p o r t a n t e s ,  c o m o  0 0  e v i d e n c i b .  i n  v i t r o  
-- 
j e r c e r ' e v ~ n t u a l m e n t e  s u s  a o c l o n s s  y d e s a p a r e c e r  b a s t a n t e  
r f i p i d a m e n t e .  M i e n t r a s  t a n t o  l a  DHT p o d r f a  q u e d a r  r e t e n i a a  
m a s  e e l e c t i v a m e n t e  e n  la  c b l u l a  b l a n c o ,  i n c l u s o  p e r m a n e -  
c i e n d o  e n  e l  n f i c leo  d e  l a  m i s m a .  
De t o d a s  m a n e r a s ,  a u n q u e  l a  s i t u a c i b n  h o r m o n a l  e n d b g e -  
na  no r e f l e j e  e n t e r a m e n t e  l a  e i t u a c i b n  q u e  s u g i e r e n  10s  e n -  
s a y o s  d e  m e t a b o l i z a c i b n  d e  T i n  v i t r o  , 16s  a n d r o s t a n d i o l e s  
-
e s t a n  a u m e n t a d o s  r e s p e c t o  d e  10s n i v e l e s  a d u l t o s  d u r a n t e  l a  
p u b e r t a d  d e  l a  r a t a ,  t a n t o  a n i v e l  e p i d i d i m a r i o  c o m o  t e s t i c u l a r  (: 
.- 
y p l a s m f i t i c o  ( 1 9 1 1 7 )  p o r  l o  c u a l  se  p u e d e  h a b l a r  d e  a c -  
w 
w 
tivi-dad 3 - 0 1 - d e s h t i r o g e n a s a  a u m s n t a d a .  L o s  c o m p u e s t o s  c'.' 
- 
~ ~ * $ d u t ~ i d o s  f o r m a n  e n  e l  t e f l d o  e p i d i d i m a r i o  mla d e l  90% 
d e l  a n d r u g e n 0  t o t a l  e n t r e  10s  15 y 2 5  d l a e ,   in c o n t a r  l a  
a n d r o s t e r o n a  q u e  t a m b i e n  p a r e c e  1ev .emente  a u m e n t a d a  ( 1 7 -  
E s t o e  c o m p u e e t o a  p o d r f a a  c o n s l d e r a r e e  r e s p o a a a b l e s  
d e  l a  s d i v e r s a e  e e t i m u l a c i o n e e  t r d i i e a e  y m e t a b 6 l l o a e  e o b r e  
eu 6 r g a n o  b l a n c o  d u r a n t e  l a  e t a p a  p r e p u b b r a ' ~ .  
I II 
En c u a n t o  a  e f e c t o s  n o  d i e e c t a m e n t e  a n d r o g 6 n i c o s  q u e  
puedan  m e d i a r  e s t a  p r o d u c c i b n  i n c r e m e n t a d a  d e  d i o l e a  du- 
r a n t e  l a  p u b e r t a d ,  p o d e m o s  p e n s a r  e n  l a s  h o r m o n a e  p e p t f -  
d i c a s  h i p o f i s a r i a s ,  s u j e t a s  a  g r a n d e s  c a m b i o s  d u r a n t e  e e e  
p e r f o d o .  
Se  ha d e s c r i t o  p a r  e j e m p l o ,  qu'e l a  FSH p u d r f a  a c r u a r  
.q 
* A  IF 
I 
I d i r e c t a m i t n t e  e o b r e  l a  5 a - r e d u c t a e a  d e  t e j i d o  c e r e b r a l  ( 1 6 8 ) .  
a d e m a s  de  s u  p a p e l  i n d u c t o r  (86) d e  r e c e p t o r e s  t e e t i c u l a r e e  
p a r a  L H .  A e s t e  r e s p e c t o ,  r e  i n f o r m 6  (36 )  a c e r c a  d e  un p i c o y ,  
e n  l a  c o u c e n t r a c i b n  d e  r e c e p t o r e e  t e s t i c u l a r e s  p a r a  FSH e n -  
t r e  10s 1 0  y 2 0  d l a s ,  c o r r e l q c i o n a d o  c o n  e l  a s e n t a m i e n t o  d e  - ,  
una  nueva  p o b l a c i b n  d e  c e l u l a a  d e  L e y d i g  (176 ) .  c o n t e n t e a d o  
r e c e p t o r e l l  p a r a  L H  dp a l t q ,  q ?, (174)* . a 
Ersto t r a e  a p a r e j a d o  una  d e f i n i d a  e s t i m u l a c i b n  d e  l a  e s -  ; 
I t e r o i d o g 6 n e s i s  a  p a r t i r  d e  l o e  20-25 d l a s  d e  e d a d ,  con  l a e  - -= -. . 
c o n s i g u i e n t e s  c o n ~ e c u e n c i a ~  r e g u l a t o r i a s  a  n i v e l  d e " t e j i d o s  
b l a n c o  d e  a n d r b g e n o e  c o m o  e l  e p i d l d i m o .  
m La p r o l a c t i n a  e e  o t r a  b o r m o n a  h i p o f l e a r i a  c u y o e  e f e c t o e  
e s t i m u l a t o r i o s  d i r e c t o r ,  o  b i en  e i n $ r g i c o e ,  c o n  10s d e  o t r a e  
I h o r m o n a s  s e  e s t u d i a n  con  c a d a  v e e  m a s  i n t e r b e .  Aotda  e o b r e  
Cp+' ' - 
7 13 
e  1  t r a c t o  r e p r o d u c  t i v o  m a e c u l i n o '  e k i l ~ m u  a a d o  e l  t r o f i e m o  
I . 
( 1 7 7 ,  1 7 8 ,  1 7 9 )  g l a  e s t e r o i d o g 4 a e s i s  ( 1 7 9 , 1 8 0 , 1 8 1 ) ,  c o m u n i -  
c a n d o s e  i n c l u s o  e f e c t o s  mlie e s p e c f f i c o e  s o b r e  e n e i m a e  c o m o  
H La 3 6 - . O H - d e s h i d r o g e n a s a  t e s t i c u l a r  ( 1 7 9 , 1 8 2  o  l a  5 d  r e d u c -  
~ s a  p e r t f b r i c a  ( 1 8 3 , 1 8 4 ) .  S i  t e n e m o s  e n  c u e n t a  q u e  N e g r o - V i -  
I l a r  ( 1 8 5 )  d e t e c t 6  un p i c o  e n  10s n i v e l e s  d e  p r o l a c t i n a  s e r i c a  
' tie rats a 106 2 5  d f a s  , que e s t a  hormona provoca u n  t n c r e n e n t o  
en l a  cap t ac idn  de andr6c~eno en n l c l e o s  c p i d i d i m a r i o s  ( 2 2 4 ) ,  e x i s -  
I t i e n d o  ademls r e c e p t o r e s  para  d icha  hormona en e l  6rgano preptiber ( 1 8 6 ) ,  no e s  exagerado suponer a l g u n a  i n t e r v e n c i 6 n  de  p r o l a c t i n a  
I en e l  p i c0  de and ros t and io l  r e g i s t r a d o  a 10s  25 d f a s .  
a s a  y 3 - 0 1 - d e s h i d r o g e n a s a s  e m  
e l  e p i d f d i m o  p r e p u b e r a l ,  t i e n d  d o s  i m p o r t a n t e s  c o n s e c u e n -  
c i a s :  p r i m e r o ,  g a r a n t i z a  unla m e t q b o l i a g c i 6 n  i n t e n s i v a  d e  
1 I 
10s  b a j o s  a p o r t e s  t e s t i c u l a r e s  d e  T a  p r o d u c t o e  5 a - r e d u c i -  
'doe y 5 a  - 3 -01  r e d u c i d o s ,  e v e n t u a l m e n t e  m6's a c t i v o s  . en  e l  
b r g a n o  e f e c t o r  e n  d e s a r r o l l o ,  q e g u n d o ,  si  a c e p t a m o s  l a  h i -  
p b t e s i s  d e  l a  d i f u s i b n  s i m p l e  c o m o  m e c a n i s m o  d e  a c c e s o  d e l  
. . 
e e t e r o i d e  a  l a  c e l u l a ,  a 1  e e r  c o n s u m i d a  a c t i v a m e n t e  l a  .T q u e  
I 
? t r a  m e d i a n t e  l a  r e a c c i 6 n  r n e n c l o n a d a , s e v e r ~ a  f a v o r e o i d o  el  
I I . - . - r a d i e o  t e  d e  c o n c e n t r a c i 6 n  e x t r a / i n t r a c e l u l a r ,  y p o r  c o n s i -  
I g u i e n t e  s e  m e j o r a  e l  a c c e s o  d e l  a n d r 6 g e n 0 ,  t o d a r f i  e s c a s o ,  
* 
, a  l a  c g l u l a  b l a n c o .  - r 3 
I 
E l  a n a l i s i s  d e  10s d i s t i n t o s  p a r a a q e t r o s  t r b f i c o s  y fun-  
. - 
? '  
L c i o n e l e s  d e l  e ~ i d l d i m o  ~ r e ~ u b e r a l  p u e d e  i n d i c a r  p a u t a s  e n  
. -  - 
[ T - l o  que  s e  r e f i e i e  a  s u  a n d r b g e u o - d e p e n d a n c i a .  Y eii'o, t i n -  
-- 
- - t o  b a j o  e l  p a n t o  d e  r i a t a  c u a n t i t a t i v o  (qud n i v e l e a  d e  a n d r b -  
;. g e n o  s o n  n e c e s a r i o r s  p a r a  p r o d u c i r  t a l  a c c i b n ) ,  c o m o  c u a l i -  
C 
- t a t i v o a  (que a a d r 6 g e n o  e e  mPs e f e c t i v o  e n  l o g r a r  d i c h a , a p -  
Ya e s t h  b a s t a n t e  b i e n  e s t a b l e c i d o  q u e  l a  DHT es uil a n -  
d r 6 g e n o  m 8 s  p o t e n t e  q u e  l a  t e s t o s t e r o n a ,  p r i n c i p a l m e n t e  p o r -  
m . q u e  s e  uue c o n  m a y o r  a f i n i d a d  q u e  6 s t a  a 1  r e c e p t o r  e s p e c f -  
a 
b f i c o  ( 7 6 ) .  S e  la  c o n s i d e r a  r e a p o n s a b l e  d e  t o d o s  10s e v e n t o s  
k' gen6 rn i cos  r e l a c i o o a d o s  con  e l  m e c a n i s m o  c l f s i c o  d e  a c c i b n  
p i e  h o r m o n a s  e s t e r o i d e a s  (188) .  - u e  t i e  n p o r  c o n s e c u e n c i a  
Y -4 l--:k w-r i '  I ..y d # 
~ ~ s ~ h i p e r p ~ ~ s i c o s .  h i p e r  r o l  i c o s  9 " o l o s l n t e s i s  e s p e c f f i c a  
d e  p r o t e f n a s  e n  e l  t e j i d o  e f e c t o r .  
La t e s t o s t e r o n a ,  a d e m a r  d e  l o g r a r  e s t o s  e f e c t o e  c o n  
m e n o r  e f i c i e n c i a ,  p o d r l a  t e a e r  f u n c i o n e r  m a s  e s p e c f f i c a r  
h 
Y 
r e l a c i o n a d a s  c o n  l a  e x p r e e i b a  de c s r a c t e r e s  s 0 x d i i l e a  a e -  
c u n d a r i o s  (188) .  
En c u a n t o  a  10s 5 a - a n d r o e t a n  1 7  8 - 3  ( a  , 8 ) - d i o l e s ,  
s e  10s c o n s i d e r 6  p r i m e r a m e n t e  m e t a b o l i t o s  i n a c t i v o s  d e  l a  
DHT ( 6 8 , 2 1 9 ) ,  con  l a  Gnica f u n c i b n  d e  c o n t r o l a r  10s n i v e -  
- .  
- - -  
an ,-* 
l e s  d e  a n d r b g e n o  a ' c t i vo  ( D H T ) ,  m e d i a n t e  l a  t r a n s l o r m a c i 6 n  
. r e v e r s i b l e  d e  6 s  t a  a  p r o d u c t o r  8 - 0 1 - r e d u c i d o s .  
P a r a  e l  c a s o  d e l  a n i m a l  p r e p t i b e r ,  s e g d n  6 e t e  e a f o q u e ,  
s u p o n d r f a m o s  l o  s i g u i e n t e :  tanto l a  6 c.a - r e d u c t a ~ a  c o m o  l a  
3 - 0 1 - d e s h i d r o g e n a s a  s o n  d e p e n d i e n t e s  d e  T ,  p e r 0  l a  3-01- 
- 
d e s h i d r o g e n a s a  s e r f a  m a s  e e n r i b l e  a  e s t a  
r a t r t e  e a a  e t apa (v f a  ~ r l ? ( l 8 7 ) ) r r u m e n t a r l a  t r a n s i t o r i a m e n t e  
s u  a c t i v i d a d ,  p a r a  e l i m i n a r  a e f  and r . 6geno  i n a e c e s a r i o .  
E s t a  h i p b t e s i s  s e  v e r f a  r e f o r z a d a  p o r  e l  h e c h o  de q u e  
lo d i o l e s  - e s t P n  a u m e n t a d o r  elr l a  e t a p a  e e n i l  d e  l a  r a t a ,  
I-. 
c o i n c i d e n t e m e n t e  con  una  a c t i v i d a d  s e x u a l  d e c l i n s n t e  . ( 213 ). 
I I 
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K b  
. I Sin  e m b a r g o  l a  l i t e r a t u r a  r e c i e n t e  , i n f o r k a n r o  s o b r e  ' 
&' :: 
t i c c i o n e s  b i o l b g i c a s  d e  10s a n d r o s t a n d i o l e s  es  b a s t a n t e  c o n -  
s i d e r a b l e .  S e  a s i g n a n  a  10s 8 a  6 3  B d i o l e s ,  s e g a n  10s  
c a s o e ,  a c c i o n e e  e s t i m u l a t o r i a s  t r t i f i c a s ,  p r o l l f e r a t i v a a  o  
s e c r e t o r i a s  ( 1 8 9 ,  1 9 0 ,  1 9 1 ,  1 9 2 ,  1 9 3 ,  1 9 4 ) .  I n c l u s o  e l  3 
- - -  r - ". 
- ' J . L u ~  Pa+ id 
d i o l  p a r e c e  e s t i m u l a r  e s p e c f f i c a m e n t e ,  - in- v r f r o ,  
. Y- ;-I - 
L:-- . 
A - N  p o l i m e r a e a  p r o e t l l t i o a  d e  l a  ( 196 ) ,  g a r a n t i e a r  la' 
r u p e r v i v e n c i a  d e l  e r p e r m a t o r o i d e  d e  h a m r t e r  (a1 o u r 1  r e  - 1s  
h a b l a  p r a c t i o a d o  una l i g a d u r a  a a i v e l  d e l  o o a d u o t o  d e f e r e n t o )  
( 1 9 6 ) ,  r n a n t e n e r  l a  e r p e r m a t o g 6 n e r i r  y e l  t r o f i r m o  t e r t i o u l a r  
a 
d e  a n i m a l e r  h i p o f i r e c t o m i e a d o r  (189) .  E l  i r b m e r o  9 8 p a r e o e  
c o n t r o l a r ,  j u n t o  con l a -  DHT,  l a  a c t i v i d a d  d e  l a  f o e f a t a e a  9- li 
c i d a  e n  l a  p r b s t a t a  d e  r a t a  ( 214 ) .  O t r o e  a u t o r e e  a s i g n a n  a  10s 
d i o l e s ,  p a r t i c u l a r m e n t e  a1  3 6 d i o l  ( p a r a  e l  c u a l  se h a  a i s -  
l a d o  r e c i e n t e m e n t e  un r e c e p t o r  e e p e c f f i c o  e n  h i p b f i e i s  ( 8 6 ) , )  
.' A 
r o l e s  de  r e t r o a l i m e n t a c i 6 n  o  r e g u l a o i 6 a  d e  l a  p u b e r t a d  a  n i -  
v e l  d e  e e t r u c t u r a e  s u p e r i o r e s  ( 1 1 7 , 1 9 7 , 1 9 8 ) .  
Loe m e c a n i e m o e  p o r  l o r  c u a l e r  l o r  d i o l e r  e j e r c e r f a n  
e e t o s  e f e c t o e  p o e i b l e m e u t e  e x o l u y a n  l a  un ibn  a  l o r  r e o e p t o r e r  
c i t o p l a r m & t i c o r  y n u o l e a r e r  d e  a n d r b g e n o r ,  p a r a  l o r  c u a l e r  
p r e e e n t a n  p o c a  a f i n i d a d  ( 1 9 9 , 2 0 1 ) ,  p o r t u l l l n d o r e  e n  c a m b i o  P C -  %I 
c i o n e e  a  n i v e l  c i t o p l a c r m l t i c o  ( 1 8 8 ) ,  no b l o q u e a b l e r  p o r  A o t i -  
n o m f c i n a  D ( 1 9 4 ) ,  i n v o l u c r a n d o  q u i e l r  l a  a c t t v a c t b n  d e  la a -  
d e n i l a t o c i c l a s a  ( 1 9 4 , 2 0 0 ,  201 ) .  8. Ohno ( 203 ' )  ha e u g e r i d o  q u e  
e l  d i o l ,  p o d r f a  u n i r e e  a  c i e r t o e  mARN, con  una  e f l c i e n o i a  m a -  
y o r  o  i g u a l  q u e  l a  d e  l a  T, l o  q u e  p e r r n i t i r l a  s e f  11  t r a d u c c l b n  k::, 
d e  6 s t o s  a  n i v e l  r i b o s o m a l  ( 1 8 8 ,  2 0 2 ,  203) .  O t r o s  a u t o r e e  e s t h n  
m a s  i n c l i n a d o s  a  p e n s a r  q u e  e l  d i o l  a c t u a r f a  l u e g o  d e  e u  t r a n s -  
. - - . . 
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r o r m a c l ~ n  a  DBT (214,17i) :yp#nqud n 3  e i e i p F i 3  li&%'fib-bnt'rb una  
r e l a c i b n  d o s i s - r e s p u e s t a  d e  d i o l  y DHT c o m p a t i b l e  c o n  t a l  
p o s i b i l i d a d  (193,196,220), l a s  e v i d e n c i a s  h a s t a  l a  fecha  l a  seRalan  
como l a  h i p d t e s i s  mds p l a u s i b l e .  
En n u e s t r o  e s t u d i o  d e l  e p i d f d i m o  p r e p u b e r a l ,  l a  mayor p r o d u c c i d n  
i n  v i t r o  de 5  a - a n d r o s t a n d i o l e s  parece.  c o i n c i d i r  con fendmenos 
p r o l i f e r a t i v o s  en ese t e j i d o :  a  10s 25 d f a s  r e  t r i p l i c d  e l  c o n t e n i -  
do en ADN p o r  peso hdmedo y l a  i n c o r p o r a c i d n  de 1 4 c - ~ i m i d i n a  es 
t r e s  veces mayor que a  10s 30 d f a s  de edad. N u e s t r o s  r e s u l t a d o s  
c o n f i r m a n  10s  de M a j u r d e r  y T u r k i n g t o n  ( 1 9 7 5 ) ( 2 2 7 ) ,  en e l  sen- 
t i d o  en que observamos e l  mismo b r u s c o  i n c r e m e n t 0  en l a  i n c o r p o -  
r a c i 6 n  de t i m i d i n a  r a d i a c t i v a  en e l  ADN de e p i d i d i m o s  de  25 d f a s .  
S i n  embargo, no hemos d e t e c t a d o  coao e s t o s  a u t o r e s  un 
p u l s o  en l a  s f n t e s i s  de ADN l u e g o  de 10s 40  d f a s ,  n i  
obse rvado  a  esa edad un aumento en e l - f n d i c e  m i t b t i c o .  
E l  e f e c t o  a n d r o g g n i c o  sob re  l a  s f n t e s i s  de ADN e s t d  b a s t a n t e  e s t u -  
d i a d o ,  s o b r e  t o d o  en t e j i d o  p r o s t d t i c o  (204,205,206,207,208,209). 
Se ha v i s t o  p o r  e jemplo ,  que t a r d a  de 48 hs a  72 hs en e x p r e s a r s e  
y que es b l o q u e a b l e  p o r  a c e t a t o  de c i p r o t e r o n a  ( s u g i r i e n d o  e s t e  
6 l t i m o  hecho un mecanismo i n v o l u c r a n d o  r e c e p t o r e s ,  d e l  c u a l  
e s t a r f a  p o r  l o  t a n t o  e x c l u i d o  e l  d i a l ) .  S i n  embargo se han d e s c r i p -  
t o  (192,193) e f e c t o s  e s t i m u l a t o r i o s  de l a  p r o . l i f e r a c i 6 n  en 
drganos b l a n c o  de andrdgeno p o r  p a r t e  d e l  3 a , - d i o l .  Q u i z 6  sea 
e n t o n c e s  r a z o n a b l e  r e l a c i o n a r  l a  p r e s e n c i a  
e l  aumento de ADN a  tempranq g d, no pudS6ndose c o n c l u i r  s i n  
I B 
embargo de e s t o s  exper imen tos ,  s i  l a  a c c i 6 n  se e j e r c e  e x c l u s j v a -  
mente p o r  i n t e r m e d i o  de l a  DHT. 
Los da tos  h i  s t o l b g i c o s  tamb ien  t i e n d e n  a  m o s t r a r  que l a s  a c t l v i d a -  
des p r o l i f e r a t i v a s  o c u r r e n  a  temprana edad (15-20-25 d f a s ) ,  cuando 
l a  m e t a b o l i z a c i d n  i n  s i t u  de l a  T  es maf a c t i v a ,  y n o t o r i a m e n t e ,  
en p r e s e n c i a  de grandes c a n t i d a d e s  de d i o l e s  en e l  t e j i d o .  
En cambio, l a s  a c t i v i d a d e s  diferenciativas,(adecuada d i s p o s i c i b n  
e s p a c i a l  de l a s  c 6 l  u l a s  e p i  t e l  i a l e s  , d e s a r r o l l o  de v a c u o l a s  s e c r e t o -  
I -8 
r i a s , e s t e r o c i l  i a s  y nuevos t i p a s  l u l a r e s )  , cobran  i m p o r t a n c i a  I 1 
mas ade lan te ,  cuando e l  p e r f i l  hormonal re r c e r c a ,  a1 menos c u d l i -  , 
t a t i v a m e n t e ,  a1 de l a  edad a d u l t a .  
S i  b i e n  e l  c o n t e n i d o  r e l a t i v o  de l a s  p r o t e f n a s  es mas a l t o  en 
l a  p r e p u b e r t a d  que en l a  r a t a  de 90 d f a s  ( T a b l a 7 ) ,  a s f  como l a  
r e l a c i 6 n  p o r c e n t u a l  de peso seco d e l  t e j i d o ,  e l  n i v e l  p r o t e i c o  p o r  d 
6rgano no aumenta d e c i d i d a m e n t e  h a s t a  despuCs de 10s 30 d f a s .  P 
Es a  p a r t i r  de e s t a  e t a p a  que se hacen i m p o r t a n t e s  10s n i v e l e s  de 1 
' L 
r e c e p t o r e s  e p i d i d i m a r i o s  e s p e c f f i c o s  p a r a  DHT ( 2 1 0 ) ,  a s f  como 
10s a p o r t e s  t e s t i c u l a r e s  de T  (18,19,174), no  s 6 l o  p o r  mayor a c t i -  
v i d a d  de l a s  c e l u l a s  de L e y d i g ,  s i n 0  tamb ign  p o r  mayor s f n t e h i s  
de ABP p o r  l a s  c e l u l a s  de  S e r t o l i  ( 3 4 ) ,  con l a  c o n s i g u i e n t e  m e j o r a  
en e l  s u m i n i s t r o  de andrdgeno a1 e p i d f d i m o  p o r  v i a  l u m i n a l .  
Se p o d r f a  e n t o n c e s  d e d u c i r  que l a  b i o s f n t e s i s  geneaa l  de 
p r o t e f n a s  e s t l  r e g i d a  p o r  mecanismos que r e c i C n  f u n c i o n a n  en l a  
a d u l t e z ,  m i e n t r a s  l a  p r o l i f e r a c i 6 n  c e l u l a r  e p i d i d i m a r i a  o c u r r e  en 
una e tapa mas temprana.  
A c o n c l u s i o n e s  s i m i l a r e s  se puede l l e g a r  a n a l i z a n d o  l a s  con -  
c e n t r a c i o n e s  de G P C  y PEE ( T a b l a s  11 y 1 3 ) .  E s t a s  son b a j a s  a  10s 
15-20 d f a s  de edad yaumentan d e l  mismo modo en que l o  hacen 10s 
andrbgenos. La c o n c e n t r a c i b n  de p r o t e  e ~ n e c f f i c a s  e p i d i d i m a r i a s  
I r ' !  
. - (PEE), cuya i n t e r a c c i b n  con 10s e s p e r m a t o r o i d e s  s u g i e r e  una f u n c i b n  
- 
-.j 
en l a  madurac ldn de 10s mismos ( 2 2 9 ) .  no m o s t r d  n i n p d n  cambio p a r t i -  I ' , - I  c u l a r  d u r a n t e  l a  e tapa  c  
I 1 I\l -4 
Tampoco l o  h i r o  1; g l f c e  l n a  ( G P C ) ,  l a  c u a l  fue aumen- 
t a n d o  len tamen te ,  c o i n c i d i e n d o  n u e s t r o s  r e s u l t a d o s  con 10s de Brooks  
I t  
- ' H a m i l t o n  y M a l l e k  ( 12'6) . S i n  embargo, d a t o s  p resen tados  par S e t t y  Y  
Jehan (226 Jmostraban un mfnimo de GPC a  10s 35 d f a s .  I 
- 
E j i f , t e  c i e r t a  d i s c r e p a n c i a  en 10s d a t o s  de l a  1i:e-ratura sob re  
L I - - 2  -* = , -  r - r  w : ,  : A 
I g'c tdo s f d l i c o  en e l  e p i d f d i m o  en dosa;ro~t;: M i e n t r a P  B r o o k s  (89 ) 
, -. . e n c o n t r b  un c o n t i n u o  aumento d u r a n t e  esa e t a p a ,  S e t t y  y Jehan (226 )  
( d n o  d e t e c t a r o n  mayores v a r i a c i o n e s ,  y Prasad  y i i a j a l a k s h m i  (ill) 
I d e s c r i b e n  un p i c o  e n t r e  10s 30 y 40 d f a s  de edad. N u e s t r a s  medi-  c i o n e s ,  r e a l i z a d a s  en t r e s  e x p e r i m e n t o s  d i f e r e n t e s  p o r  d u p l i c a d o  
I m u e s t r a n  n i v e l e s  r e l a t i v a m e n t e  a p r e c i a b l e s  de i c i d o  N - a c e t i l - n e u r a -  
m f n i c o  d u r a n t e  l a  edad p r e p u b e r a l ,  con un moderado aumento a p a r t i r  
I de 10s 25 d i a s .  E l  hecho que l a  c o n c e n t r a c i b n  de B c i d o  s i a l i c 0  sea 
I a l t a  en l a  e t a p a  p r e p u b e r a l  t i e n d e  a  s u g e r i r  que,o b i e n  e l  n f v e l  y l a  compos ic i6n  de andr6genos son adecuados desde 10s 15 d f a s  
I&. IL p a r a  l a  s e c r e c i 6 n  de d c i d o  s i b l i c o ,  0 b i e n  e s t a  no es andrbgeno-  
depend ien te ,  m i e n t r a s  que p o s t e r i o r e s  e v e n t o s  r e l a c i o n a d o s  con su 
f u n c i d n  ( u n i b n  a  p r o t e r n a s  l u m i n a l e s  ( 5 6 )  y a1 e s p e ~ m a t o z o i d e )  
s f  l o  Sean, quedando de t o d a s  maneras p o s t e r g a d o s  h a s t a  l a  a d u l  t e z .  
No se e x p l i c a  h a s t a  e l  p r e s e n t e  e l  a l t o  n i v e l  de C inc  end6geno 
a  10s 20 di 'as, p e r o  hay c l a r a s  e v i d e n c i a s  de que l a s  concentryac iones . . 
i 
de Zn y l a  m e t a b o l i z a c i b n  de T  en un t e j i d o  e s t d n  c o r r e l a c i o r l a h s  
I (212 ) .  Ademls d e l  hecho de que l a s  c o n c e n t r a c i o n e i  de ~ o - ~ M  0 
mayores ( I O - ~ M )  i n h i b e n  l a  a c t i v l d a d  i n  v i t r o  de l a  5 a - r e d u c -  
t a s a  e p i d i d i m a r i a  (113).  e s t u d i o s  en p r 6 s t a t a  humana (211,212,215) 
pa recen  i n d i c a r  un e f e c t o  d i f d s i c o  d e l  c a t i d n  s o b r e  l a b )  e n z i m a ( s ) .  
A 1  t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  ( 1 o w 3 ~ ) ,  a s f  como muy ba j a s  c o n c e n t r a d  ones 
  lo"^), l a  i n h i b e n ,  m i e n t r a s  1 0 0 ~ ~  p a r e c e  e s t i m u l a r l a .  
Por  o t r o  l a d o ,  hay e v i d e n c i a s  que e l  C i n c  e s t d  p r e s e n t e  en 10s e s -  
pe rma tozo ides ,  s i e n d o  agregado a l o s  f l a g e l o s  d u r a n t e  l a  espe rmato -  
g e n e s i s  y l o c a l i z d n d o s e  p r e f e r e n t e m e n t e  en una p r o t e f n a  d e l  t i p 0  de l a  
q u e r a t f n a s  h a l l a d a  en l a s  f i b r a s  densas y p i e z a  c o n e c t o r a  de 
d i c h a  e s t r u c t u r a  (Calv in ,1975 ( 11g) .La  inmadurez  de l a s  c e l u l a s  
g e r m i n a l e s  a  10s 20 d f a s  hace i m p r o b a b l e  l a  i n t e r v e n c i d n  d i r e c t a  
de l a s  gametas en e l  p i c o  enddgeno de c i n c  e p i d i d i m a r i o .  
Tambien e l  hecho que d i c h o  p i c 0  c o i n c i d e  con muy a l t a s  a c t i v i d a d e s  
i n  v i t r o  de 5  a - r e d u c t a s a  s u g i e r e  que l a  a c c i d n  i ' n h i b i t o r i a  
1 1 -  . 
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d e s c r i p t a  i n  v i t r o  no se e j e r c e r f a  i n  v i v o  5 b q'ue'al menos l a  
enzima y e l  c a t i d n  s e - e n c u e n t r a n  en  d i s t i n t o s  compar t imen tos  c e l u -  
l a r e s ,  s i n  i n t e r a c c i d n  mutua. 
Se r e q u i e r e n  de todas  maneras e s t u d i o s  mbs d e t a l l a a o s  -hi=-+?? c o n c e r n  en  e s  
a  l a  p o s i b l e  f u n c i 6 n  de e s t e  c a t i d n  sob re  e l  e p i d f d i m o ,  p o r  e j e m p l o  
su u n i 6 n  a  m a c r o m o l ~ c u l a s  e s p e c f f i c a s  y  s u  p o s i b l e  r o l  r e g u l a t o r i o .  
En c o n c l u s i 6 n ,  e l  e p i d f d i m o  de l a  r a t a  p rep f i be r  e s  un  d rgano  
metab61 i camen te  a c t i v o ,  v i s i b l e m e n t e  s e n s i b l e  a  d e t e r m i n a d a s  h o r -  
monas. Los 25 d l a s  de edad parecen s e r  un p e r f o d o  c r f t i c o  p a r a  e l  
d e s a r r o l l o  d e l  s i s t e m a  r e p r o d u c t i v o ,  t a n t o  a  n i v e l  d e l  e j e  h i p o t a -  
lamo-hipofisario-gonada~ como a1 de drganos b l a n c o  de andrbgenos.  
En e l  e p i d f d i m o ,  un i nc remen t0  t r a n s i t o r i o  en  l a  p r o d u c c i 6 n  
de andregenos 5 a - r e d u c i d o s  ( a  t r a v e s  de una mayor a c t i v i d a d  de l a s  
enzimas me tabo l  i zadoras,  5 a ~ r e d u c t a s a  y 3-01 - d e s h i d r o g e n a s a s )  
c o i n c i d e  con una f a s e  de p r o l i f e r a c i d n  c e l u l a r  y con un  p u n t o  de 
i n f l e x i 6 n  en l a  c u r v a  de c r e c i m i e n t o .  
I Pardmet ros  de i m p o r t a n c i a  aQn no b i e n  e s c l a r e c i d a  en e l  e p i -  
d fd imo  t i e n e n  v a r i a c i o n e s  en e s t a  e tapa  (Zn,NAN), m i e n t r a s  o t r o s ,  
mbs r e l a c i o n a d o s  con l a  f u n c i d n  e p i d i d i m a r i a  (GPC;PEE,didmetro 
t u b u l a r ) ,  no r e g i s t r a n  cambios br'uscos. 
I La n o t o r i a  f a l t a  de e s t i m u l a c i d n  de d e t e r m i n a d a s  a c t i v i d a a e s  
I) b i o s i  n t g t i c a s  y / o  s e c r e t o r i a s ,  hormono-dependientes en  e l  a d u l  t o ,  
w 
c o n t r a s t a  con l a  i n t e n s a  a c t i v i d a d  r e p l i c a t i v a  (aumento d e l  con- 
R 
t e n i d o  en ADN, p i c 0  en l a  i n c o r p o r a c i d n  de t i m i d i n a  marcada, d u p l i -  
cac ibnde  l a s  f i g u r a s  m i t b t i c a s  a  10s 25 d i a s ) .  E s t o  da c o n s i s t e n c i a  
a  l a  i dea ,  y a  s u g e r i d a  p o r  a lgunos a u t o r e s  ( 2 0 9 ) ,  de que l a s  
hormonas e s t e r o i d e a s  r e g u l a n  10s d i s t i n t o s  a s p e c t o s  de l a  v i d a  
c e l u l a r  de manera r e l a t i v a d e n t e  i n d e p e n d i e n t e .  Los  f a c t o r e s  i n v o -  
l u c r a d o s  en cada uno de e l l o s  p r e s e n t a r f a n  a s f  d i s t i n t a  s e n s i b i l i -  
dad y e s p e c i f i c i d a d  a n t e  una e s t i m u l a c i d n  hormona l .  Es d e c i r ,  una I c i e r t a  hormona p o d r l a  en un momento dado p r o d u c i r  una buena r e s p u e s -  
m t a  p r o 1  i f e r a t i v a  y  n inguna  de t i p 0  d i f e r e n c i a t i v o ,  m i e n t r a s  o t r o  
t r a t a m i e n t o  puede a f e c t a r  l a  b i o s f n t e s i s  de una dada enzima y no 
rn q l t e r a r  l a  p o b l a c i d n  c e l u l a r .  
b - 
- 
La e s t i m u l a c i d n  d i f e r e n c i a l  d e , s b l o  . h l g u n o s .  de 10s parbmetroq.", " 
C 
andrbgeno-depend ien tes  e p l d i d i m a r i o s  d u r a n t e  e l  p e r f o d o  de m a y o r  
p r o d u c c i d n  de compuestos 5 a - r e d u c i d o s ,  p o d r f a  e x p l l c a r s e  en base 
a  un " c i c l o  programado de p r o l i f e r a c i d n  c e l u l a r w ,  segdn fue  p o s t u -  
- r 
l a d o  p o r  Ma j u  mder y T u r k i n g t o n  (1976)  ( 2 2  7).  ~l t i k a t i v a m e n t e ,  se 
p o d r f a  deber  a l a s  l i m i t a c i o n e s  i n t r f n s e c a s  de l a  a c t i v i d a d  b i o -  
1 6 g i c a  d e l  5 a r - a n d r o s t a n d i o l ,  e l  c u a l  como se  v i o  a n t e r i o r m e n t e ,  
c o n s t i  t u y e  e l  p r i n c i p a l  andrdgeno p r o d u c i d o  t a n t o  p o r  e l  t e s t f c u l o  
como p o r  e l  e p i d f d i m o  en ese momento. La r e l a t i v a  f a 1  t a  de a f i n i d a d  
d e l  d f o l  p o r  10s r e c e p t o r e s  (compardda con l a  de l a  DHT), s e r f a  
bajo e s t a  p e r s p e c t i v a ,  p a r t i c u l a r m e n t e  s i g n i f  i c a t i v a .  
N u e s t r o s  e s t u d i o s  t i e n d e n  a  m o s t r a r  que no t o d a s  1as e s t r u c t u -  
r a s  e x i s t e n t e s  en una c 6 l u l a  b l a n c o  maduran s i m u l t i n e a m e n t e  b a j o  
e l  p u n t o  de v i s t a  hormonal ;  p o r  e l  c o n t r a r i o ,  se  pueden r e g i s t r a r  
d e s f a s a j e s  o  i n c l u s o  i n c o m p a t i b i l i d a d e s  ( p o r  e j e m p l o  e n t r e  l a  o c u r -  
renc s s i m u l  t dnea  de p r o l  i f e r a c t d n  y d i f e r e n c i a c i d n  segCln v i s t o  por 
Bruchovsky  y c o l a b o r a d o r e s  (209 ) )  e n t r e  10s d i s t i n t o s  pa rbmet ros :  
A 1  gunos responderdn  tempranamente ( p r o l  l f e r a c i b n  c e l u l a r  , a c t i v i d a -  
des e n z i m b t i c a s ,  c i n c )  , o t ros ,  ( p r o t e f n a s ,  s e c r e c i o n e s  e s p e c f f i c a s )  
no pueden t o d a v f a  e x p r e s a r s e  a n t e  e l  mismo e s t f m u l o  h a s t a  - e  e l  
6gan0, y q u i z a s  i n c l u s o  e l  an imal  mismo, n o  e s t g n  e n  c o n a i c i o n e s  
de u t i l i z a r l o s .  
Deunpunto de v i s t a  mecan fs t i co ,  se puede c o n c e b i r  que e l  s i s -  
tema de r e c e p t o r e s  and roggn icos  d e l  e p i d f d i m o  en d e s a r r o l l o  c a r e c e  
adn de a p t i t u d  pa ra  e s t i m u l a r  un.iformemente a1  c o n j u n t o  de  genes 
r e g u l a d o s  p o r  10s andrdgenos. La e x i s t e n c i a  de d i s t l n t a s  p o b l a c i o n e s  
de s l t i o s  r e c e p t o r e s  (de  d i v e r s a  a f i n i d a d  y capac idad ,  y p o r  t a n t o  
de d i s t i n t a  e s t f m u l o ) ,  p o s t u l a d a  en o t r o s  
s i s t e m a s  ( 2 2 &  p o d r f a n  e x p l i c a r  
l a  d u a l  i d a d  en l a s  r e s p u e s t a s  e v i d e n c i a d a  q ,qu f .  
En c u a n t o  a  l a  de  e s t a  s e n s i b i l i d a d  
I 
d i f e r e n c i a l  a n t e  a p a r e c e  como p r o b a b l e  
que l a s  c 6 l u l a s  e p i t e l i a l e s  e p i d i d i m a r i a s  n o  emp iezan  a  s e c r e t a r  
sus  p r o d u c t o s  e s p e c i f i c o s  h a s t a  que  e l  6 r g a n o  n o  haya  l l e g a d o ,  
I m e d i a n t e  d u p l i c a c i o n e s  s u c e s i v a s ,  a 1  nQmero c o n v e n i e n t e  de c C l u -  l a s ,  y a  s u  vez,  que e l  t e s t f c u l o  haya f n i c i a d o  s u  p r o d u c c i 6 n  
de e s p e r m a t o z o i d e s  ( e s p e r m i a c i b n ) .  
Lo  que queda aQn p o r  i n v e s t i g a r  es  c6mo se  l o g r a ,  a  n i v e l  
m o l e c u l a r ,  esa c o m p l e j a  s i n c r o n i z a c i 6 n  de  e v e n t o s ,  l a  c u a l  
I i n c l u y e  p r o b a b l e m e n t e  mecanismos r e g u l a t o r i o s  c e n t r a l e s ,  capaces  
. de i n t e g r a r  a rmon iosamente  10s mi i l  t i p l e s  cambi  o s  i n v o l u c r a d o s  
D en  l a  m a d u r a c i b n  s e x u a l  de  un inamffero.  
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